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Case 1-1128 



Neuer nichtselellrtiver Kationenkaiial 
Die vorliegende Erfindung betrifit NuWeinsjiuren, die ftir den nicht-selektiven 
Kationenkanal OTRPC4 kodieren sowie Polypeptide, die durch besagte Nukleins&uren 
kodiert warden. Weiterhin betrifft die ErSndung Wirte bzw- Wirtszellen, die besagtes 
Polypeptid exprimieren und Verfahren zum Aufiinden von Blocker, Aktivatoren sowie 
Modulatoren besagter OTRPC4-Kationenk9n§le. Die Erfindung umfaOt Blocker, 
Aktivatoren und Modulatoren besagter OTRPC4-Kationenk&nale sowie pharmazeutische 
Zusammensetzungen enthaltend besagte Blocker, Aktivatoren und Modulatoren. Auflerdem 
betrifft die Erfindung nicht humane Sfciger, die entweder OTRPC4 als Transgen, 
inaktiviertes Gen (knock-out) oder modifiziertes Gen (knock-in) enthalten. 

Qintergrund der Erfindung 

Zellen sind je nach physiologiscjiem Zustand des Gewebes, dem sie angehoren 
unterschiedlichen extrazellularen lonenkonzentrctianen und damit unterschiedlichen 
Osmolaritaten ausgesetzt. Bin Absinken der extrazellularen Osmolarit&t fi}hrt zu einer 
ititrazellularen Volumenzunahme durch Binstrom extrazellulSrer Flussigkeit. Diese 
Volumenzunahme bedroht die Homoostase der Zelie, so daB die Evolution ein 
Mechanismus entwickelte, dessen Aktivierung dazu fUhrt, daB eine Zelle, die osmotisch 
bedingte Volumenzunahme aktiv gegenregulieren kann, Dieser Mechanismus wird als 
„regi4ated volume decrease" (RVD) beseicfcnet (zur tfbersicht siehe Ref. 1). Der 
inolekulare Mechanismus, der dem RVD zugrunde liegt, ist bisher nicht bekatmt, allerdings 
wurde in verschiedenen Studien ein transienter Anstieg der intrazellularen 
Kalziumkonzentrationen nachgewiegen, der mit der Volumenregulation einherging und 
durch Lapthan und Gadolinum henjmbar war. Mflglichenyeise ist also ein nicht-selektiver 
Kakium-durchgaiigigerXanal an dem RVD beteiligt. 

In C. elegans wurde eine cDNA Jdonietf, die ftlr einen Kanal kodiert, der Verwandschaften 
zu der TRP (^transient receptor potential^-Familie von racht-selektiven Kationenkanalen 
aufweist Dieser Kanal ist f&r die Reaktionen von C. elegans auf LGsungen mit hoher 
Qsmolaritat verantwortlich und wurde deshalb OSM-9 genannt (2), Bisher ist aber noch 
nichts zu den biophysikalischen Charakteristika von OSM-9 bekannt, eine entsprechendes 
homologes Protein wurde bisher auch nicht fur Saugetiere beschrieben. 
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Die Familie von TRP-Kanalen (TRPCs) (3) kann in drei unterschiedliche Subfemilien 
unterteilt werden (4), Die grfcfite Familie bildet die STRP-Subfemilie (short TOP; benannt 
nach ihrem kurz N-Terminus), bestehend aus den klassischen Drosophila-Kanale TRP und 
TRPL (transient receptor potential-like) (5) sowie 7 Saugerhomologen von TRP (TRPC1- 
s 7) (6-15). Die Kanale dieser Familie sind beteiligt an dem Kalzium-Einstrom, der durch die 
Aktivierung v ^ Rezeptoren ausgeiost wird, denen gemeinsam ist, dafl sie die 
Phospholipids C aktivieren. Die zweite Unterfamilie der TRFCs wurde OTRPC benannten, 
nach dem ersten Vertreter dieser Familie OSM-9. Die Kanale dieser Familie werden 
aktiviert durch chemische und physikalische Reize. Zur OTRPC-Familie gehbren der 
jo Vanilloid-Rezeptor (VR1) (16, 17), der vanilloid-like receptor (VRL-1, auch als GRC 
bekannt) (18, 19), und ein Kanal, dessen mogliche Funktion, die eines epitheliaJen Kalzium- 
Kanals ist (ECaC oder auch als CaTl bekannt) (20, 21). VR1 ist ein nicht-selektiver 

^ Kalzium-permeabler Kanal, der aus dorsalen Ganglien-Zellen der Ratten kloniert wurde 

(16). Dieser Kanal wird aktiviert durch Httze und durch die Substanz Capsaicin, die 
is Schmetz-auslfitsend wirkt. Der kiirzlich klonierte, dem VR1 verwandte Kanal, VRL-1, kann 
durch Hitz£ aktiviert werden und konnte in der Schmerzrezeption beteiligt sein (18). 
AHerdings kOnnte sein weit verbreitete Expression auch ein HJnweis dai&r sein, daB dieser 
Kanal noch andere Funktionen hat, z.B. wurde ktirzlich gezeigt, daB dieser Kanal an dem 
intrazellularen Transport des ^insulin-like growth fectoM" (IGF-1) beteiligt ist (19). 
20 Andere MitgUeder dieser OTRPC-Familie sind ECaC, der aus Kaninchen-Nifcre ^kloniert 
wurde (20) und CaTl (21), der aus Ratten-Duodenum kloniert wurde; beide Kanale sind in 
der Sequenz identisch und sind an der Vitamin D ausgelosten Einstrom von Kalzium in 
epithelialen Zellen beteiligt (20, 21), Die dritte TRP-Subfamilie wurde LTRPC genannt 
Oong TRP channels, nach ihrem langen N-terminus benannt) und besteht bislang aus den 

O * beiden Mitgliedern Melastatin (22) und TRPC7 (23) 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, einen neuen TRP-Kanal mit vorteilhaflen 
Eigenschaften gegeniiber den oben beschriebenen, aus dem Stand der Technik bekannten 
Kanalen bereit m stellen, 

30 , 

Beschrcitrang der Erfindung 
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Die Aufgabe wurde im Rahmen der Anspriiche mid Beschreibung der vorliegenden 
Erfindung gelfist 

Die Venvendung der Einzahl oder des Plurals in den AnsprOchen Oder der Beschreibung 
soli in keiner Weise limitaerend sein und die andere Form ebenfells mit einschlieBen. RNA 
s und RNS bzw. DNA und DNS haben jeweils die gleiche Bedeutung, 

Die Erfodung betrifft eine Nukleins&ure, dadurch gejcennzeichnet, daB sie filr den nicht- 
selektiven Kationenkanal OTRPC4 oder Sir ein Fragment, eine funktioneUe Variante, eine 
allele Variante, eine Untereinheit kodiert, oder Varianten der besagten Nukleinsaure 
to aufgrund des degenerativen Kodes o4er eine Nukleins&ure, die an besagte Nukleinsaure 
hybridisieren fcann. Der erfindungsgemafle Kationenkanal bzw. OTRPC4 Polypeptide sind 
writer unten beschrieben. Erfindungsgem^Be OTRPC4 Nukleins&uren sind bevorzugt 

) eukatyontische NukleinsSuren, besonders bevor&ugt humane oder murine, aber auch aus der 

Ratte, Hamster, Ziegen, Rinder, Schweme, Schafe, Hund, Katze, Affen sowie weiteren dem 
15 Fachmann bekannte Eukaryonten. Beispielsweise ist besagte Nukleinsaure eine rekombinant 
hergestellte Nukleinsaure, z.B. eine cDNS. In den Abbildungen bzw, in dem Beispiel sind 
exemplarisch erfindungsgemaBe Nukleinsauren gezeigt. 
Bevorzugt ist eine erfindungsgemaSe Nukleins&jre RNS. 
Weiterhin bevorzugt ist eine enBndmigsgemaBe Nukleinsaure DNS. 
2Q Weiterhin bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB 
sie 5' oder V oder 5* und 3* untranslatierte Regionen enthalt. Die erfindungsgemfiBe 
Nukleinsaure kann stromaufwarts und oder stromabwarts weitere untranslatierte Bereiche 
enthalten. Besagte untranslatierte Region kann ein regulatorisches Element, wie z.B, einen 
Ti^nskiiptionmnitiationseinheit (Promoter) oder Enhancer umfessen. Besagter Promoter 

) « kann beispielsweise ein konstutiv aktiver oder induzierbarer oder Entwicklungsgesteuerter 
Promoter sein. Bevorzugt, ohne weitere bekannte Promoter auszuschlieflen, sind die 
konstitutiven Promoter des humanen Cytomegalovirus (CMV) und Rous Sarkomvirus 
(RSV), ebenso wie der Simianvirus 40 (SV40) und Herpes simplex Virus (HSV) Promoter. 
Erfindungsgemafle induzierbare Promoter umfassen Antibiotikum resistente Promoter, 
*> Hitzeschockpromoter, Hormon-induzierbare „Mouse Mammary Tumor Virus" (MMTV)- 
Promoter und den MetaUothionein-Promoter, 
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Weiterhin bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB 
sie fijr ein Fragment des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 kodiert. 
Weiterhin bevorzugt ist eine erfindungsgemaOe Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB 
sie fiir eine funktionelle Variante des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 kodiert. 
Weiterhin bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB 
sie fiir eine allele Variante des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 kodiert. 
Weiterhin bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB 
sie fur Varianten der Nukleinsaure aufgrund dep degenerativen Kodes kodiert. 
Weiterhin bevorzugt ist eine Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB sie an eine 
erfindungsgemaBe Nukleinsaure unter stringenten Bedingungen hybridisieren kann. 
Stringente Bedingungen sind dem Fachmann bekannt und finden sich insbesondere in 
Sambrook et al. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 nd ed., Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 

Weiterhin bevorzugt ist eine erfindungsgemaOe Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB 
besagter nicht-selektiver Kationenkanal OTRPC4 ein Saugerkationenkanal ist. 
Weiterhin bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB 
besagter nicht-selektiver Kationenkanal OTRPC4 nujrin ist. 

Weiterhin bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB 
besagter nicht-selektiver Kationenkanal OTRPC4 human ist 

Weiterhin bevorzugt ist eine Nukleinsaure, die dadurch gekennzeichnet ist, daB"'sit' : die 
Sequenz 

CTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACAATGGCGGATTCCAQCGAA 

GGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCTCCCCGGGGATGAGAGTGG 

CACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGG 

GGAGGATGGCTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTGATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCC 

AGGCGATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAAGTTCCAGGGCGCCTTCCGCAAGG 

GGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCCACCCTATATGAGTCCTCGGTGG 

TGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATQGACTCACTGTTrGACTACGGCACCTATC 

GTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAG 

ccgcagagcc(x;aaagcccctgco:ctcagccgccccccatcctcaaagtcttc 
aaccggcctatc^tctttgacatcgtgtcccggggctccactgctgacctggac 
gggctgctcccattcttgctgacccacaagaaacgcctaactgatgaggagttt 
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CGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAG 
CAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAGCGCACCG 
GCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGTGACATCTACTATCGAGGTC 
AGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACGTGGAACTTC 
} TCGTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCAcGCCCAGGCCCGTGGGCGCTTCTTCCAGC 
CCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTG 
CCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCCCCACAAGA 
AGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCATGCGCTG 
GTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTAC 
io GACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCC 
GTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAA 
GATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACAC 
C> GGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGGCCAGTGTATTCCTCGC 
TTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGA 
a TCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAG 
CCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAG1X3GCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTC 
TACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCATGGTCATCTrCACTCTCACCGCCT 
ACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCCGTACCCTTACCGCACCACGGTGGAC 
TACCTGCGGCTGGCTGGCXrAGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTGTTCTTC 
a TTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCTCTC 
TTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCG 
TCTCAGCAGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCT 
TTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGC 
TGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAAGATTCTCTTCAAGGACCTTTTCC 
O » GATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACGCTTCAGCCCTGGTCTC 
CCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACCAACT 
GCACAGTGCCC^CTTACCCCTCGTGCCGTGACAqCGAGACCTTCAGCACCTTCC 
TCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCA 
GCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCA 
to CCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCCTCATXKH3CGAGACAGTGGGCC 
AGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGCTGCAGTGGGCCACCACCATC 
CTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGG 
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GAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACQC3CACTCCTGACCGCAGGTGGTG 
CTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCAGTGGAACCAGAACTTGGGCATCA 
TCAACGAGGACX:CGGGCAAGAATGAGACCTACCAGTATTATGGCTTCTCGCATA * 
CCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCGTGGTG 
s GAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCTGGACAGCAT 
GGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAGGA 
CTGAGGACGCCCCGCTCTAGGGACTGCAGCCCAGCCCCAGCTTCTCTGCCCACT 
CATTTCTAGTCCAGCCGCA1TTCAGCAGTGCCTTCTGGGGTGTCCCCCCACACC 
CTGCTTTGGCCCCAGAGGCGAGGGACCAGTGGAGGTGCCAGGGAGGCCCCAGG 
» ACCCTGTGGTCCCCTGGCTCTGCCTCCCCACCCTGGGGTGGGGGCTCCCGGCCA 
CCTGTCTTGCTCCTATGGAGTCACATAAGCCAACGCCAGAGCCCCTCCACCTCA 
GGCCCCAGCCCCTGCCTCT(XATTATTTATTTGCTCTGCTCTCAGGAAGCGACG 
# TGACCCCTGCCCCAGCTGGAACCTGGCAGAGGCCTTAGGACCCCGTTCCAAGTG 
CACTGCCCGGCCAAGCCCCAGCCTCAGCCTGCGCCTGAGCTGCATGCGCCACCA 
u TTTTTGGCAGCGTGGCAGCTTTGCAAGGGGCTGGGGCCCTCGGCGTGGGGCCA 
TGCCTTCTGTGTGTTCTGTAGTGTCTGGGATTTGCCGGTGCTCAATAAATGTTTA 
TTCATTGACGGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

oder eine Teilsequenz hiervon, eine Nukleinsaure, die an besagte Sequenz unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren kann, eine allele Variante oder eine funktionelle Variante von 
a besagter Sequenz oder eine Vflriante der Nukleinsaqre au^rund des degenerativen Kotfes 
umfaflt. Erfindungsgemafl ist mit der oben dargestellten Sequenz die humane OTRPC4 
DNS Sequenz mit 5' und 3 '-untranslatierten SequenzenumfaBt. 

Die erfindungsgemafien Nukleinsauren sind nach der international anerkannten IUPAC 
Nomenklatur angegeben, d.h, unter R wird ein A oder G, unter M ein A oder C, unter Sein 
x -0 « C oder G, unter Y ein C oder T, unter K ein G oder T und unter W era A oder T 
verstanden. 

Weiterhin bevorzugt ist eine Nukleinsaure, die dadurch gekennzeichnet ist, dafi sie die 
Sequenz 

CTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACAATGGCGGATTCCAGCGAA 
. u GGCCCCCGCGCGGGGCCCGGCKxAGGTGGCTGAGCTCCCCGGGGATGAGAGTGG 
CACCCX3AGGTGGGGACKjCTTTTCCTC^ 

GGAGGATGGCTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTGATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCC 
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AGOCGATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAAGTTCCAGGGCGCCTTCCGCAAGG 
GGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCCACCCTATATGAGTCCTCGGTGG 
TGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTGTTTGACTACGGCACCTATC 
GTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAG 
CCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTC 
AACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGAC 
GGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACCCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTT 
CGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAG 
CAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTGGACATGGCGGAGCGCACCG 
« GCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGTGACATCTACTATCGAGGTC 
AGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACX5TGGAACTTC 
TCXJTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCACGCCCAGGCCCGTGGGCGCTTCTTCCAGC 
O CCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTG 
CCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCCCCACAAGA 
•s AGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCATGCGCTG 
GTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTAC 
GACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCC 
GTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAA 
GATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACAC 
2c GGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGAGTGGGCCTATGGGCCAGTGTATTCCTCGC 
TTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGA 

tcctggtgtacaacagcaagattgagaaccgccacgagatgctggctgtggag 
cccatcaatgaactgctgcgggacaagtggcgcaagttcggggccgtctccttc 
tacatcaacgtggtctcctacctgtgtgccatggtcatcttcactctcaccgcct 
\p « actaccagccgctggagggcacaccgccgtacccttaccgcaccacggtggac 
tacctgcggctggctggcgaggtcattax:gctcttcactggggtcx:tgttcttc 
ttcaccaacatcaaagacttgttcatgaagaaatgccctggagtgaattctctc 
ttcattgatggctccttccagctgctctacttcatctactctgtcctggtgatcg 
tctcagcagccctctacctggcagggatcgaggcctacctggccgtgatggtct 
* ttgccctggtcctgggctggatgaatgccctttacttcacccgtgggctgaagc 
tgacggggacctatagcatcatgatccagaagattctcttcaaggaccttttcc 
gattcctgctcgtctacttgctcttcatgatcggctacgcttcagccctggtctc 
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CCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACCAACT 
GCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTCC 
TCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCA 
GCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCA 
* CCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCC 
AGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGCTGCAGTGGGCCACCACCATC 
CTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGG 
GAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGTG 
CTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCA 
« TCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACCAGTATTATGGCTTCTCGCATA 
CCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCGTGGTG 
GAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCTGGACAGCAT 
GGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAGGA 
CTGAGGACGCCCCGCTCTAGGGACTGCAGCCCAGCCCCAGCTTCTCTGCCCACT 
» CATTTCTAGTCCAGCCGCATTTCAGCAGTGCCTTCTGGGGTGTCCCCCCACACC 
CTGC1TTGGCCCCAGAGGCGAGGGACCAGTGGAGGTGCCAGGGAGGCCCCAGG 
ACCCTGTGGTCCCCTGGCTCTGCCTCCCCACCCTGGGGTGGGGGCTCCCGGCCA 
CCTGTCTTGCTCCTATGGAGTCACATAAGCCAACGCCAGAGCCCCTCCACCTCA 
GGCCCCAGCCCCTGCCTCTCCATTATTTATTTGCTCTGCTCTCAGGAAGCGACG 
» TGACCCCTGCCCCAGCTGGAACCTGGCAGAGGCCTTAGGACCCCGTTCCAAGTG 1 
CACTGCCCGGCCAAGCCCCAGCCTCAGCCTGCGCCTGAGCTGCATGCGCCACCA 
TTTTTGGCAGCGTGGCAGCTTTGCAAGGGGCTGGGGCCCTCGGCGTGGGGCCA 

TGCCTTCTGTGTGTTCTGTAGTGTCTGGGATTTGCCGGtGCTCAATAAATGTTTA 
TTCATTGACGGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
O « hat Die oben dargestellten Sequent ist erfindungsgeroitfi die humane OTRPC4 DNS 
S equenz mit 5 ' und 3'-untranslatierten Sequenzen. 

Weiterhin bevorzugt ist dne Nuld«nsaure, die dadurch gekennzeichnet ist, dafl sie die 
Sequenz 

ATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCT 
" CCCCGGGGATGAGAGTGGCACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTCCCT 
GGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGATGGCTCCCTTrCGCCCTCACCGGCTGATGC 
CAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAAGTTCC 
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AQGGCGCCTTCCGCAAGGGGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCCACC 
CTATATGAGTCCTCGGTGGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTG 
TTTGACTACGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAA 
GAAGATCATAGAGAAGCAGCCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGC 
> CC(XCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGG 
GCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACCCACAAGAAAC 
GCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCC 
AAGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTG 
GACATCGCGGAGCGCACCGGCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGT 
« GACATCTACTATCGAGGTCAGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGC 
AAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCAcGCCCAGGCC 
CGTGGGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGA 
[O GCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCT 
GACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGC 
« AACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACAC 
CAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTT 
CCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCAT 
GATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGG 
AGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCC 
" TATGGGCeAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGG 
GAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCG 
CCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGC 
GCAAGTTCGGGGCCGTCrCCTTCTACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCA 
TGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCCGT 
'O « ACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGC 
TCTTCACTGGGGTCCTGTTCTTCTTCAC 

AATGCCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCATTGATGX3CTCCTTCCAGCTGCTCTACTT 
CATCTACTCTGT(XTGGTGATCGTCTCAGCAGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGA 
GGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCCCT 
» TTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAA 
GATTCTCTTCAAGGACCTTTTCC^ATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATC 
GGCTACGCTTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTG 
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TGCAATGAGGACCAGACCAACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGAC 
AGCGAGACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATG 
GGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTG 
CTGGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCC 
.j TCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAG 
CTGCAGTGGGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTG 
AGGAAGGCCTTCCGCTCTGGGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACGG 
CACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTG 
GAACCAGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACC 
jc AGTATTATGGCTTCTCGCATAC^GTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCT 
CGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTG 
GTGGTGCCTCTGGACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGG 
TTACCCCCGCAAGTGGAGGACTGAGGACGCCCCGCTCTAG 
oder eine Teilsequenz hiervon, eirie Nukleinsaure, die an besagte Sequenz unter stringenten 
is Bedingungen hybridisieren lcann, eine allele Variante Oder eine fUnktionelle Vaiiante von 
besagter Sequenz oder eine Variante der Nukleinsaure aufgrund des degenerativen Kodes 
um&Bt. ErfindungsgemaB ist mit der oben dargestellten Sequenz die humane OTRPC4 
cDNS Sequenz umfaOt 

Weiterhin bevorzugt ist eine Nuldeinswre, die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie die 
i«- Sequenz 

ATGGCGGATTCCAGCGAAGGCC^CGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCT 
CCCCGGCKjATGAGAGTGGCACCCCAGGTGGGGAGG 

ggccaatctgtttgagggggaggatggctccctttcgccctcaccggctgatgc 
cagtcgccctgctggcccaggcgatgogcgaccaaatctgcgcatgaagttcc 
0 * agggcgccttccgcaagggggtgcccaaccccatcgatctgctggagtccacc 
ctatatgagt(xtcggtggtgcctgggc<xaagaaagcacccatggactcactg 
tttgactacggcacctatcgtcaccactccagtgacaacaagaggtggaggaa 

GAAGATCATAGAGAAGCAGCOjCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGC 
CCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGG 
» GCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACCCACAAGAAAC 
GCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCC 
AAGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTG 
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GACATCGCGGAGCGCACCGGCAACATGCGQGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGT 
GACATCTACTATCGAGGTCAGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGGGTCGCTGC 
AAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCAcGCCCAGGCC 
CGTGGGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGA 
s GCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCT 
GACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGC 
AACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACAC 
CAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTT 
CCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCAT 

n GATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGG 
AGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCC 
TATGGGCCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGG 
GAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCG 
CCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGC 

a GCAAGTTCGGGGCCXjTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCA 

tggtcatcttcactctcaccgcctactaccagccgctggagggcacaccgccgt 
acccttacggcaccacggtggactacctgcggctggctggcgaggtcattacgc 
tcttcactggggtcctgttcttcttcaccaacatcaaagacttgttcatgaaga 
aatgccctggagtgaattctctcttcattgatggctccttccagctgctctactt 

m CATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAG6AGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGA 

ggc«tacctgck:cgtgatggtctttgc^ctggtcctgggctggatgaatgccct 
ttacttcacccgtgggctgaagctgacxigggacctatagcatcatgatccagaa 
gattctcttcaaggaccttttccgattcctgctcgtctacttgctcttcatgatc 
ggctacgcttcagccctggtctccctcctgaacccgtgtgccaacatgaaggtg 

» tgcaatgaggaccagaccaactgcacagtgcccacttacccctcgtgccgtgac 
agcgagaccttcagcaccttcctc^tggacctgtttaagctgaccatcggcatg 
ggcgacctggagatgctgagcagcaccaagtaccccgtggtcttcatcatcctg 
ctggtgacctacatcatcctcacctttgtgctgctcctcaacatgctcattgccc 
tcatgggcgagacagtgggccaggtctccaaggagagcaagcacatctggaag 

» ctgc agtgggccaccaccatcctggacattgagc^tccttccccgtattcctg 
aggaaggccttccgctctggggagatggtcaccgtgggcaagagctcggacgg 
cactcctgaccgcaggtggtgcttcagggtggatgaggtgaactggtctcactg 
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GAACCAGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACC 
AGTATTATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCT 
CGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACfGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTG 
GTGGTGCCTCTGGACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGG 
TTACCCCCGCAAGTGGAGGACTGAGGACGCCCCGCTCTAG 
hat. Die oben daigestellten Sequenz ist erfrodungsgemaB die humane OTRPC4 bDNS 
Sequenz. 

Weiterhin bevorzugt ist eine Nuklejnsaure, die dadurch gekennzeichnet ist, daG sie die 
Sequenz 

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGGGTGGCRGSRGGAKCAG 

GACTCGGCCGGAGGGATCAGGAAGCGGCGGCGCTGCGCCCGCGTCCTGAGGCT 

GAGAAGTACAAACAGATCTGGGTCCAGTATGGCAGATCCTGGTGATGGTCCCC 

GTGCAGCGCCTGGGGAGGTGGCTGAGCCCCCTGGAGATGAGAGTGGTACCTCT 

GGTGGGGAGGCCTTCCCCCTCTCTTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGAA 

v GGCTCCTCTTCTCTTTCCCCGGTGGATGCTAGCCGCCCTGCTGGCCCTGGCGAT 

GGACGTCCAAACCTGCGTATGAAGTTCCAGGGCGCTTTCCGCAAGGGGGTTCCC 

AACCCCATTGACCTGTTGGAGTCCACCCGGTACGAGTCCTCAGTAGTGCCTGGG 

CCCAAGAAAGCGCCCATGGATTCCTTGTTCGACTACGGCACTTACCGTCACCAC 

CCCAGTGACAACAAGAGATGGAGGAGAAAGGTCGTGGAGAAGCAGCCACAGA 
* GCCCCAAAGCTCCTGC^^ 

CCATCCTCTTTGACATTGTGTCCCGCK3GCTCCACTGCGGACCTAGATGGACTGC 
TCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCCTGACTGATOAGGAGTTCCGGGAGC 
CGTCCACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCGCTGCTGAACCTAAGCAACGGG 
CGCAACGACACCATCCCGGTGTTGCTGGACATTGCGGAG03CACCGGCAACAT 
<p « GCGTGAATTCATCAACTCGCCCTTCAGAGACATCTACTACCGAGGCCAGACATC 
CCTGCACATTGCCATGGAACGGCGCTGCAAGCACTACGTGGAGCTGCTGGTGG 
CCCAGGGAGCCGACGTGCACGCCCAGG<^CGCGGCCGCTTCTTCCAGCCCAAG 
GATGAGGGAGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCTTGTCCCTGGCAGCCTGC 
ACCAACCAGKXJGCACATCGTCAACTACCTGACAGAGAACCCTCACAAGAAAGC 
TGACATGAGGCGACAGGACTCGAGGGGGAACACGGTGCTGCACGCGCTGGTGG 
CCATCGCCGACAACACCCGAGAGAACACCAAGTTTGTCACCAAGATGTACGAC 
CTGCTGCTTCTCAAGTGTTCACGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGACAGTT 
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CTCAACAATGATGGCCTTTCGCCTCTCATGATGGCTGCCAAGACAGGCAAGATC 
GGGGTCTTTCAGC^CATCATCCGACGTGAGGTGACAGATGAGGACACCCGGCA 
TCTGTCTCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGGCCTGTGTATTCTTGTCTCTA 
CGACCTCTCCTCCCTGGACACATGCGGGGAGGAGGTGTCCGTGCTGGAGATCCT 
s GGTGTACAACAGCAAGATCGAGAACCGCCATGAGATGCTGGCTGTAGAGCCCA 
TTAACGAACTGTTGAGAGACAAGTGGCGTAAGTTTGGGGCTGTGTCCTTCTACA 
TCAACGTGGTCTCCTATCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACCCTCACCGCCTACTA 
TCAGCCACTGGAGGGCACGCCACCCTACCCTTACCGGACCACAGTGGACTACCT 
GAGGCTGGCTGGCGAGGTCATCACGCTCTTCAGAGGAGTCCTGTTCTTCTTTAC 
to CAGTATCAAAGACTTGTTCACGAAGAAATOCCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCGT 
CGATGGCTCCTTCCAGTTACTCTACTTCATCTACTCTGTGCTGGTGGTTGTCTCT 
GCGGCGCTCTACCTGGCTGGGATCGAGGCCTACCTGGCTGTGATGGTCTTTGCC 
O CTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCGCTGTACTTCACGCGCGGGTTGAAGCTGAC 
GGGGACCTACAGCATCATGATTCAGAAGATCCTCTTCAAAGACCTCTTCCGCTT 
>* CCTGCTTGTGTACCTGCTCTTCATGATCGGCTATGCCTCAGCCCTGGTCACCCTC 
CTGAATCCGTGCACCAACATGAAGGTCTGTGACGAGGACCAGAGCAACTGCAC 
GGTGCCCACGTATCCTGCGTGCCGCGACAGCGAGACCTTCAGCGCCTTCCTCCT 
GGACCTCTTCAAGCTCACCATCGGCATGGGAGACCTGGAGATGCTGAGCAGCG 
CCAAGTACCCCGTGKjTCTTCATCCTCCTGCTGGTCACCTACATCATCCTCACCTT 
h CGTGCTCCTGTTGAACATGCTTATCGCCCTeATGGGTGAGACCGTGGGCCAGGT 

gtccaaggagagcaagcacatctggaagttgcagtgggccaccaccatcctgg 
acatcgagcgttccttccctgtgttcctgaggaaggccttccgctccggagaga 
tggtgactgtgggcaagagctcagatggcactccggaccgcaggtggtgcttc 
agggtggacgaggtgaactggtctcactggaaccagaacttgggcatcattaa 
^} * cgaggaccctggcaagagtgaaatctaccagtactatggcttctcccacaccgt 
ggggcgccttcgtagggatcgttggtcctcggtggtgccccgcgtagtggagc 
tgaacaagaactcaagcgcagatgaagtggtggtacccctggataacctaggg 
aaccccaactgtgacggccaccagcagggctacgctcccaagtggaggacgga 

CGATGCCCCACTGTAGGGGCCGTGCCAGAGCTCGCACAGATAGTCCAGGCTTG 
30 GCCTTCGCTCCCACCTACATTTAGGCATTTGTCCGGTGTCTTCCCACACCCGCAT 
GGGACCTTGGAGGTGAGGGCCTCTGTGGCGACTCTGTGGAGGCCCCAGGACCC 
TCTGGTCCCCGCCAAGACTTTTGCCTTCAGCTCTACTCCCCACATGGGGGGGCG 
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GGGCl'CCTGGCTACCTGTCTCGCTCGCTCCCATGGAGTCACCTAAGCCAGCACA 

AGGCCCCTCTCCTCGAAAGiKTCAGGCCCCATCCCTCTTGTQTATTATTrATTGC 

TCTCCTCAGGAAAATGGGGTGGCAGGAGTCCACCCGCGGCTGGAACCTGGCCA 

GGGCTGAAGCTCATGCAGGGACGCTGCAGCTCCGACCTGCCACAGATCTGACC 

TGCTGCAGCCCTGGCTAGTGTGGGTCTTCTGTACTTTGAAGAGATCGGGGCCGC 

TGGTGCTCAATAAATGTTTATTCTCGGTGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA^ 
AA 

oder eine Teilsequenz hiervon, eine Nukleinsaure, die an besagte Sequenz unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren kann, eine allele Variante oder eine fbnktionelle Variant© von 
besagter Sequenz oder eine Variante der Nukleinsaure aufgrund des deganerativen Kodes 
umfaBt, worin R ein A oder G, M em A oder C, S ein C oder G, Y em C Oder T, K ein G 
oder T und W ein A oder T serin kann. ErfindungsgenmB ist mit der oben dargestellten 
Sequenz die murine OTRPC4 DNS Sequenz mit 5' und S'-untranslatierten Sequenzen 
ts umfafit. 

Weiterhin bevorzugt ist eine Nukleinsaure, die dadurch gekennzeichnet ist, daft sie die 
Sequenz 

GGCCA03CGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGGGTGGCRGSRGGAKCAG 
GACTCGGCCGGAGGGATCAGGAAGCGGCGGCGCTGCGCCCGCGTCCTGAGGCT 
to GAGAAGTACAAACAGATCTGGGTCCAGTATGGCAGATCCTGGTGATGGTCCCC 
GTGCAGCGCCTGGGGAGGTGGCTGAGCCCCCTGGAGATGAGAGTGGTACCTCT 
GGTGGGGAGGCCTTCCCCCTCTCTTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGAA 
GGCTCCTCTTCTCTTTCCCCGGTGGATGCTAGCCGCCCTGCTGGCCCTGGCGAT 
GGACGTCCAAACCTGCGTATGAAGTTCCAGGGCGCTTTCCGCAAGGGGGTTCCC 
r£) * AACCCCATTGACCTGTTGGAGTCCACCCGGTACGAGTCCTCAGTAGTGCCTGGG 
CCCAAGAAAGCGCCCATGGATTCCTTGTTCGACTACGGCACTTACCGTCACCAC 
CCCAGTGACAACAAGAGATGGAGGAGAAAGGTCGTGGAGAAGCAGCCACAGA 
GCCCCAAAGCTCCTGCACCCCAGCCACCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAATCGGC 
CCATCCTCTTTGACATTGTGTCCCGGGGCTCCACTGCGGA(XTAGATGGACTGC 
» TCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCCTGACTGATGAGGAGTTCCGGGAGC 
CGTCCACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCGCTGCTGAACCTAAGCAACGGG 
CGCAACGACACCATCCCGGTGTTGCTGGACATTGCGGAGCGCACCGGCAACAT 



Datum 17.03.00 15:12 FAXG3 Nr: 241695 von NVS:FAXG3.I0.01 01/0061 327798401 (Seitt 46*«tittp£a**9>«>: 



17.MrR.2000 15:23 BI A PRTENTE 6132 774377 NR. 343 S. 17/72 



Boehringer Ingelheun Haraia KG' •* *-*° ".•**..* Case 1-1128 

15 

GCGTGAATTCATCAACTCGCCCTTCAGAGACATCTACTACCGAG<3CCAGACATC 
CCTGCACATTGCCATCGAACGGCGCTGCAAGCACTACGTCGAGCTGCTGGTGG 
CCCAGGGAGCCGACGTGCACGCCCAGGCCCGCGGCCGCTTCTTCCAGCCCAAG 
GATGAGGGAGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCTTGTCCCTGGCAGCCTGC 
j ACCAACCAGCCGCACATCGTCAACTACCTGACAGAGAACCCTCACAAGAAAGC 
TGACATGAGGCGACAGGACTCGAGGGGGAACACGGTGCTGCACGCGCTGGTGG 
CCATCGCCGACAACACCCGAGAGAACACCAAGTTTGTCACCAAGATGTACGAC 
CTGCTGCTTCTCAAGTGTTCACGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGACAGTT 
CTCAACAATGATGGCCTTTCGCCTCTCATGATGGCTGCCAAGACAGGCAAGATC 
» GGGGTCTTTCAGCACATCATCCGACGTGAGGTGACAGATGAGGACACCCGGCA 

tctgtctcgcaagttcaaggactgggcctatgggcctgtgtattcttctctcta 
cgacctctcctccctggacacatgcggggaggaggtgtccgtgctggagatcx;t 
O ggtgtacaacagcaaGatcgagaaccgccatgagatgctggctgtagagccca 
ttaacgaactgttgagagacaagtggcgtaagtttggggctgtgtccttctaca 
« tcaacgtggtctcctatctgtgtgccatggtcatcttcaccctcaccgcctacta 
tcagccactggagggcacgccaccctacccttaccggaccacagtggactacct 
gaggctggctggcgaggtcatcacgctcttcacaggagtcctgttcttctttac 
cagtatcaaagacttgttcacgaagaaatgccctggagtgaattctctcttcgt 
cgatggctccttccagttactctacttcatctactctgtgctggtggttgtctct 
» gcggcgctcta(xtggctgggatcgaggccta(3c3tggcn'gtgatggtc^ 
ctggtcctgggctggatgaatgcgctgtacttcacgcgcgggttgaagctgac 
ggggacctacagcatcatgattcagaagatcctcttcaaagacctcttccgctt 
cctgcttgtgtacctgctcttcatgatcggctatgcctcagccctggtcaccctc 

CTGAATCCGTGCACCAACATGAAGGTCTGTGACGAGGACCAGAGCAACTGCAC 

(q * ggtgcccacgtatcctgcgtgccgcgacagcgagaccttcagcgccttcctcct 
ggacctcttcaagctcacx:atcggcatgggagacctggagatgctgagcagcg 

CCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCCTCCTGCTGGTCACCTACATCATCCTCACCTT 
CGTGCTCCTGTTGAACATGCITATCGCCCTCATG^TGAGACCGTGGGCCAGGT 
GTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGTTGCAGTGGGCCACCACCATCCTGG 
so ACATCGAGCGTTCCTTCCCTGTGTTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCCGGAGAGA 
TGGTGACTGTGGGCAAGAGCTCAGATGGCACTCCGGACCGCAGGTGGTGCTTC 
AGGGTGGACGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCATTAA 
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CGAGGACCCTGGCAAGAGTGAAATCTACCAGTACTATQGCTTCTCCCACACCGT 
GGGGCGCCTTCGTAGGGATCGTTGGTCCTCGGTGGTGCCCCGCGTAGTGGAGC 
TGAACAAGAACTCAAGCGCAGATGAAGTGGTGGTACCCCTGGATAACCTAGGG 
AACCCCAACTGTGACGGCCACCAGCAGGGCTACGCTCCCAAGTGGAGGACGGA 
s CGATGCCCCACTGTAGGGGCCGTGCCAGAGCTCGCACAGATAGTCCAGGCTTG 
GCCTTCGCTCCCACCTACATTTAGGCATTTGTCCGGTGTCTTCCCACACCCGCAT 
GGGACCTTGGAGGTGAGGGCCTCTGTGGCGACTCTGTGGAGGCCCCAGGACCC 

tctggtccccgccaagacttttgk:cttcagctctactccccacatgggggggcg 

GGGCTCCTGGCTACCTGTCTCGCTCGCTCCCATGGAGTCACCTAAGCCAGCACA 
20 AGCKJCCCTCTCCTCGAAAGGCTCAGGCCCCATCCCTCTTGTGTATTATTTATTGC 
TCTCCTCAGGAAAATGGGGTGGCAGGAGTCCACCX3GCGGCTGGAACCTGGCCA 
GGGCTGAAGCTCATGCAGGGACGCTGCAGCTCCGACCTGCCACAGATCTGACC 

o 

TGCTGCAGCCCTGGCTAGTGTGGGTCTTCTGTACTTTGAAGAGATCGGGGCCGC 

TGGTGCTCAATAAATGTTTATTCTCGGTGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

" AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AA 

hat, worin Rein A oder G, Mein A odeur C, S ein C oder G, Y ein C oder T, K ein G Oder 
T und W ein A odea- T sein kann. Die oben dargestellten Sequenz ist erfindungsgemaG die 
murine OTRPC4 DNS Sequenz mit 5' und 3'-urrtranslatierten Sequenzen. 
m Weiterhin bevorzugt ist edne NuWeinsaure, die daduroh gekennzeichnet ist, dad sie die 
Sequenz 

atggcagatcctggtgatggtccccgtgcagcgcctggggaggtggctgagcc 
ccctggagatgagagtggtacctctggtggggaggccttccccctctcttccct 
ggccaatctgtttgagggggaggaaggctcctcttctctttccccggtggatgc 
o * tagccgccctgctggccctggcgatggacgtccaaacctgcgtatgaagttcca 
gggcgctttccgcaagggggttcccaaccccattgacctgttggagtccacccg 
gtacgagtcctcagtagtgcctgggcccaagaaagcgcccatggattccttgtt 
cgactacggovcttaccgtcaccaccccagtgacaacaagagatggaggagaa 
aggtcgtggagaagcagccacagagccccaaagctcctgcaccccagccaccc 
m cccatcctcaaagtcttcaatcggcccatcctctttgacattgtgtc^ 

ccactgcggacctagatggactgctctccttcttgttgacccacaagaagcgcc 
tgactgatgaggagttccgggagccgtccacggggaAgacctgcctgcccaag 
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GCGCTGCTGAACCTAAGCAACGGCCGCAACGACACCATCCCGGTGTTGCTGOA 
CATTGCGGAGCGCACCGGCAACATGCQTGAATTCATCAACTCGCCCTTCAGAGA 
CATCTACTACCGAGGCCAGACATCCCTGCACATTGCCATCGAACGGCGCTGCAA 
GCACTACGTGGAGCTGCTGGTGGCCCAGGGAGCCGACGTGCACGCCCAGGCCC 
s GCGGCCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGAGGCTACTTCTACTTTGGGGAGC 
TGCCCTTGTCCCTGGCAGCCTGCACCAACCAGCCGCACATCGTCAACTACCTGA 
CAGAGAACCCTCACAAGAAAGCTGACATGAGGCGACAGGACTCGAGGGGGAAC 
ACGGTGCTGCACGCGCTGGTGGCCATCGCCGACAACACCCGAGAGAACACCAA 
GTTTGTCACCAAGATGTACGACCTGCTGI3TTCTCAAGTGTTCACGCCTCTTCCCC 
» GACAGCAACCTGGAGACAGTTCTCAACAATGATGGCCTTTCGCCTCTCATGATG 
GCTGCCAAGACAGGCAAGATCGGGGTCTTTCAGCACATCATCCGACGTGAGGT 
GACAGATGAGGACACCCGGCATCTGTCTCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATG 
O GGCCTGTGTATTCTTCTCTCTACGACCTCTCCTCCCTGGACACATGCGGGGAGG 
AGGTGTCCGTGCTGGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATCGAGAACCGCCAT 
« GAGATGCTGGCTGTAGAGCCCATTAACGAACTGTTGAGAGACAAGTGGCGTAA 
GTTTGGGGCTGTGTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCCTATCTGTGTGCCATGGT 
CATCTTCACCCTCACCGCCTACTATCAGCCACTGGAGGGCACGCCACCCTACCC 
TTACCGGACCACAGTGGACTACCTGAGGCTGGCTGGCGAGGTCATCACGCTCTT 
CACAGGAGTCCTGTTCTTCTTTACCAGTATCAAAGACTTGTTCACGAAGAAATG 
io CCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCGTCGATGGCTCCTTe€AGTTACTCTACTTCATC 
TACTCTGTGCTGGTGGTTGTCTCTGCGGCGCTCTACCTGGCTGGGATCGAGGCC 
TACCTGGCTGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCGCTGTAC 
TTCACGCGCGGGTTGAAGCTGACGGGGACCTACAGCATCATGATTCAGAAGAT 
CCTCTTCAAAGACCTCTTCCGCTTCCTGCTTGTGTACCTGCTCTTCATGATCGGC 
'O * TATGCCTCAGCCCTGGTCACCCTCCTGAATCCGTGCACCAACATGAAGGTCTGT 
GACGAGGACCAGAGCAACTGCACGGTGCCCACGTATCCTGCGTGCCGCGACAG 
CGAGACCTTCAGCGCCTTCCTCCTGGACCTCTTCAAGCTCACCATCGGCATGGG 

agacctggagatgctgagcagcgccaagtaccccgtggtcttcatcctcctgct 
ggtcacctacatcatcctcaccttcgtgctcctgttgaacatgcttatcggcctc 
« atgggtgagaccgtgggccaggtgtcx:aaggagagcaagcacatctggaagtt 
gcagtgggccaccaccatoctggacatcgagcgttccttccctgtgttcctgag 
gaaggccttccgctccggagagatggtgactgtgggcaagagctcagatggca 
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CTCCGGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGACGAGGTGAACTGGTCTCACTCK3 
AACCAGAACTTGGGCATCATTAACGAGGACCCTGGCAAGAGTGAAATCTACCA 
GTACTATGGCTTCTCCCACACCGTGGGGCGCCTTCGTAGGGATCGTTGGTCCTC 
GGTGGTGCCCCGCGTAGTGGAGCTGAACAAGAACTCAAGCGCAGATGAAGTGG 
i TGGTACCCCTGGATAACCTAGGGAACCCCAACTGTGACGGCCACCAGCAGGGC 
TACGCTCCCAAGTGGAGGACGGACGATGCCCCACTGTAG 

o4er eine Teilsequenz hiervon, eine Nukleinsaure, die an besagte Sequenz unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren kann, eine allele Variante Oder eine funktionelle Variante von 
besagter Sequenz oder eine Variante der Nukleinsfiure aufgrund des degenerativen Kodes 
lo umfafit Erfindungsgemafi ist mit der oben dargestellten Sequenz die murine OTRPC4 
cDNS Sequenz umfeflt. 

Weiterhin bevorzugt ist eine Nukleinsaure, die dadurch gekennzeichnet ist, daJ3 sie die 
Sequenz 

ATGGCAGATCXTGGTGATGGTCCCCGTGCAGCGCCTGGGGAGGTGGCTGAGCC 
is CCCTGGAGATGAGAGTGGTACCTCTGGTGGGGAGGCCTTCCCCCTCTCTTCCCT 
GGGCAATCTGTTTGAGGGGGAGGAAGGCTCCTCTTCTCTTTCCCCGGTGGATGC 
TAGCCGCCCTGCTGGCCCTGGCGATGGACGTCCAAACCTGCGTATGAAGTTCCA 
GGGCGCTTTCCGCAAGGGGGTTCCCAACeCCATTGACCTGTTGGAGTCCACCCG 
GTACGAGTCCTCAGTAGTGCCTGGGCXX3AAGAAAGCGCCCATGGATTCCTTGTT 
* CGACTA16GGCACTTACCGTCACCACCCCAGTGACAACAAGAGATGGAGGAGAA 
AGGTCGTGGAGAAGCAGCCACAGAGCCCCAAAGCTCCTGCACCCCAGCCACCC 
CCCATCCTCAAAGTCTTCAATCGGCCCATCCTCTTTGACATTGTGTCCCGGGGCT 
CCACTGGGGACCTAGATGGACTGCTCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCC 
TGACTGATGAGGAGTTCCGGGAGCCGTCCACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAG 
O *» GCGCTGCTGAACCTAAGCAACGGGCGCAACXtACACCATCCCGGTGTTGCTGGA 
CATTGCGGAGCGCACCGGCAACATGCGTGAATTCATCAACTCGCCCTTCAGAGA 

catctactaccgaggccagacatccctgcacattgccatcgaacggcgctgcaa 
gcactacgtggagctgctggtggcccagggagccgacgtgcacgcccaggccc 
gcggccgcttcttccagcccaaggatgagggaggctacttctactttggggagc 
w tgcccttgtccctggcagcctgca^aaccagccgcacatcgtcaactacctga 
cagagaaccctcacaagaaagctgacatgaggcgacaggactcgagggggaac 
acggtgctgcacgcgctggtggccatcgccgacaacacccgagagaacaccaa 
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GTTTGTCACCAAGATGTACGACCTGCTGCTTCTCAAQTGTTCACGCCTCTTCCCC 
GACAGCAACCTGGAGACAGTTCTCAACAATGATGGCCTTTCGCCTCTCATGATG 
GCTGCCAAGACAGGCAAGATCGGGGTCTTTCAGCACATCATCCGACGTGAGGT 
GACAGATGAGGACACCCGGCATCTGTCTCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATG 
* GGCCTGTGTATTCTTCTCTCTACGACCTCTCCTCCCTGGACACATGCGGGGAGG 
AGGTGTCCGTGCTGGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATCGAGAACCGCCAT 
GAGATGCTGGCTGTAGAGCCCATTAACGAACTGTTGAGAGACAAGTGGCGTAA 
GTTTGGGGCTGTGTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCCTATCTGTGTGCCATGGT 
CATCTTCACCCTCACCGCCTACTATCAGCCACTGGAGGGCACGCCACCCTACCC 

/* TTACCGGACCACAGTGGACTACCTGAGGCTGGCTGGCGAGGTCATCACGCTCTT 
CACAGGAGTCCTGTTCTTCTTTAQCAGTATCAAAGACTTGTTCACGAAGAAATG 
CCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCGTCGATGGCTCCTTCCAGTTACTCTACTTCATC 
TACTCTGTGCTGGTGGTTGTCTCTGCGGCGCTCTACCTGGCTGGGATCGAGGCC 
TACCTGGCTGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCGCTGTAC 

« TTCACGCGCGGGTTGAAGCTGACGGGGACCTACAGCATCATGATTCAGAAGAT 
CCTCTTCAAAGACCTCTTCCGCTTCCTGCTTGTGTACCTGCTCTTCATGATCGGC 
TATGCCTCAGCCCTGGTCACCCTCCTGAATCCGTGCACCAACATGAAGGTCTGT 
GACGAGGACCAGAGCAACTGCACGGTGCCCACGTATCCTGCGTGCCGCGACAG 
CGAGACCTTCAGCGCCTTCCTCCTGGACCTCTTCAAGCTCACCATCGGCATGGG 

» agacctggagatgctgagcagcgccaagtaccccgtg&tgttcatcctcctgct 
ggtcao:tacatcatcctcaccttcgtgctcctgttgaacatgcttatcgccctc 
atgggtgagaccgtgggccaggtgtccaaggagagcaagcacatctggaagtt 
gcagtgggccaccaccatcctggacatcgagcgttccttccctgtgttcctgag 
gaaggccttccgctccggagagatggtgactgtgggcaagagctcagatggca 

jj CTCCGGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGACGAGGTGAACTGGTCTCACTGG 
AACCAGAACTTGGGCATCATTAACGAGGACCCTGGCAAGAGTGAAATCTACCA 
GTACTATGGCTTCTCCCACACCGTGGGGCGCCTTCGTAGGGATCGTTGGTCCTC 
GGTGGTGCCCCGCGTAGTGGAGCTGAACAAGAACTCAAGCGCAGATGAAGTGG 
TGGTACGCCTGGATAACCTAGGGAACCCCAACTGTGACGGCCACCAGCAGGGC 

» TACGCTCCCAAGTGGAGGACGGACGATGCCCCACTGTAG 

hat. Die oben dargestellteji Sequenz ist erfindungsgemaB die murine OTRPC4 cDNS 
Sequenz. 



NR. 343 5.21/72 



Case 1-1128 



Datum 17.03.00 15:12 FAXG3 Nr: 241695 von NVS:FAXG3 10.01 01/0061 327798401 (Seite 21 voif72>^SSM^- 



17. MAR. 2000 15:26 BI A PATENTE 6132 774377 NR. 343 S. 22/72 



BoehringerlngelheimPharmaKG* Case 1-1128 

20 

In einer weiteren bevorzugten Ausfi&mngsform ist ein rekombinanter Vektor dadurch 
gekennsejchnet, daB er eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure, wie oben beschrieben, enthfilt. 
Beispiele fiir erfindungsgemaBe Vektoren smd virale Vektoren wie z. B. Vaccinia, Semliki- 
Porest-Virus und Adenovirus. Vektoren zur Verwendung in COS-Zellen besitzen den 
* Simian Virus (SV) 40 „origin of replication" und ermoglichen hohe Kopienzahlen der 
Piasmide. Vektoren zur Verwendung in Insektenzellen sind beispielsweise & coli 
Transfervektoren und enthalten z,B. als Promotor die Sir Polyhedrin kodierende DNA, 
In einer weiteren bevomigten Aurfuhrwigs&rm ist ein erfindungsgemaBer rekombinanter 
Vektor dadurch gekennzeichnet, daB er ein Expre^sionsvektor ist. 
n Noch eine bevorzugte Ausfllhrungsform der Erfindung ist ein Wirt, dadurch 
gekennzeichnet, daB er einen erfindungsgemaBen Vektor enthalt. Ein erfindungsgemaBer 
Wirt exprirriiert ein erfindungsgemafies OTRPC4 Polypeptid beispielsweise an der 
\ O Zelloberflache, zM. in die Plasmamembran integriert, Die erfindungsgemaBen Wirte kflnnen 

transient oder stabil mit einem der besagteu Vektoren transfiziert sein. Ein solcher Wirt ist 
« exemplarisch in Beispiel 1, Abbildung 4 der Erfindung beschrieben. 

Noch eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung ist ein erfindungsgemaBer Wirt, 
welcher eine eukaryontische Wirtszelle ist. ErfindungsgemaBe eukaryontische WirtszeUen 
umfassen Pilze, wie z. B. PicMa pastoris, Saccharomyces cereyisiae, 
Schizosaceharomyces, Trichoderma. Ein weiterer bevorzugter erfindungsgemaBer Wirt ist 
eine Insektenzelle (zJS. aus Spodoptera frugiperdx Sf-9, mit einem Baculovirus- 
Expressionssystem). ErfindungsgemaBe Zellen umfiissen auch Oozyten, beispielsweise von 
Frdschen oder Kr6ten. ErfindungsgemaBe Wirte konnen auch Pflanzenzellen sein, z.B. von 
Nicotiana tabacum. In Saugerzellen und -zellinien werden die erfindungsgemaBen 
OTRPCM-Polypepttde besonders gut exprimiert Daher ist ein bevorzugter 
2j erfindungsgemaBer Wirt eine Saugerzeiie, Beispiele fftr erfindungsgemaBe SSugerzellen sind 
HEK293-, HeLa-, COS-, BHK-, CHO^Zellen, 

Ganz besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemaBer Wirt daher eine Sf9-, HEK293- oder 
HeLa-Zelle. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemaBer Wirt ein Bakteriophage, Beispielhaft sei Baculovirus 
30 genannt 
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Ein weiterer erfindungsgemaBer Wirt ist eine prokaiyontische Wirtszelle. Beispiele f&r 
erfindungSgemfiBe prokaryontische Wirtszdlen rind Escherichia coti, Bacillus subtilis, 
Streptomyces oder saxch Proteus mirabilis. 

Ein weiterer wichtiger Aspekt der vorliegenden Brfindung bezieht sich auf ein Polypeptide 
j das durch eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure kodiert wird oder ein Fragment, eine 
&nktionelie Variante, eine allele Variante, eine Untereinheit, eine Variante aufgrund des 
degenerativen Nukleinsaure-Kodes oder eine Glykosilierungsvariante hiervon. Im Rahmen 
dieser Brfindung wird unter OTRPC4-Polypeptid oder Fragment hiervon eines oder 
mehrere der hier beschriebenen PoJypeptid(e) verstanden, dh, ein polypeptid ausgew&hlt 

jo aus Fragmenten, allelen Varianten, funktionelle Untereinheiten, Varianten aufgrund des 
degenerativen Nukleinsaure-Kodes, ein chemisches Derivat hiervon, ein Fusionsprotein mit 
besagtem Polypeptid oder eine Glykosilierungsvariante von OTRPC4. ErfindungsgemaBe 
O OTRPC4-Polypeptide sind bevorzagt eukaiyontische Polypeptide, besonders bevorzugt 

humane oder murine, aber auch aus der Ratte, Hamster, Ziegen, Kinder, Schweine, Schafe, 

is Hund, Katze, Affen sowie aus weiteren dem Fachmann bekannte Eulcaryonten. 0TRPC4 im 
Rahmen dieser Brfindung ist ein neuer Kationenkanal, der gegentiber den aus dem Stand der 
Technik bekannten Kationenkanalen die vorteilhafte Eigenschaft aufweist, dal3 er durch 
Ver&nderungen der Osmolaritat des extrazejlularen Mediums reguliert wird, Er stellt daher 
eine gegentiber aus dem Stand der Technik bekannten Kationenkanalen einen vollig neue 

20 Generation-von Kationenkanalen dar, die z,B, als Qsmosensoren f&r die Regulation des 
Zellvoluraens verantwortlich sind. Durch Erniedrigung der Osmolaritat wird die 
Kanalaktivit&t stimuliert und und durch Brhohung geheromt. Z.B. ist der Kanal bei 
physiologischer Osmolaritat von ca. 300 mosmol/l konstitutiv aktiv. Der Kanal ist 
nichtselektiv in seiner Ionenpermeabilitat, d,h. durchgtogig fUr alle Kationen (Na+ K+ 
O « Ca 2+ ) und zeigt z.B. eine gewisse PrSferenz fur Ca i+ (Pc^/P^; ca. 6), 

Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Brfindung bezieht sich auf ein 
erfindungsgemfifles Polypeptid, welches ein Fragment des nicht-selektiven Kationenkanals 
OTRPG4 ist. Hfierunter wird ein Teil des erfindungsgemaOen Polypeptides verstanden. 
Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Brfindung bezieht sich auf ein 

*» erfindungsgem&fies Polypeptid, welches eine funktionelle Variante des nicht-selektiven 
Kationenkanals OTRPC4 ist. Hierunter werden Polypeptide verstanden, die weitgehend 
ahnlich wie OTRPC4 sind und die dieselbe biologische Aktivitat wie OTRPC4 aufweisen 
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oder eine inWbitorische Aktivitat fur 0TRPC4 haben. Eine Variante von OTRPC4 kann 
durch Substitution, Deletion Oder Addition einer Oder mehrerer Aminosauren von OTRFC4 
sich unterscheiden, bevoraugt durch 1 bis 10 Aminosauren. Beispielsweise werden unter 
fonktionelle Varianten weitere Vertreter der OTRPC4-Familie verstanden, die ebenfalls die 
4 oben beschriebene vorteilhafte Rigenschaft der Regulierung der Kanalaktivitat durch 
Osmolaritat aufweisen. 

Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid, welches eine allele Variante des nicht-selektiven 
Kationenkanals OTRPC4 ist. 

to Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid, welches eine Untereinheit des nicht-selektiven 
Kationenkanals OTRPC4 ist. Oft sind Ionenkanftle aus Untereinheiten zusammengesetzt, 
beispielsweise der AMPA-Rezeptor. Entsprechend werden von der Erfindung auch 
Untereinheiten des OTRPC4-Kattonenkanals umftiBt. 

ts Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid, welches eine Variante des nicht-selektiven Kationenkanals 
OTRPC4 aufgrund des degenerativen Nukleinsaure-Kodes ist. 

Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf ein 
erfindungsgemaBes Polypeptid, welches ein chemisches Derivat des nicht-selektiven 
so Kationenkanals OTRPC4 ist. HBerunter werden MolekQte ^verstanden, die aus den 
erfindupgsgemaBen OTRPC4 Polypeptide durch chemische Reaktionen hergestellt werden, 
beispielsweise durch Iodinierung, Acetylierung, Bindung an ein Effektormolekal oder 
Radioisotop oder an ein Toxin. 

Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf ein 
35 erfindungsgemaBes Polypeptid, welches ein Fusionsprotein aus dem nicht-selektiven 
Kationenkanals OTRPC4 und einem weiteren Protein ist. Ein solches Fusionsprotein kann 
beispielsweise durch rekombinante Expression der erfindungsgemaBen OTRPC4 
Nukleinsaure, die an eine weitere Nukleinsaure fusioniert ist, die samtliche kodierende 
Information „in frame" enthalt, hergestellt werden. Dies kann beispielsweise ein 
jo Markerprotein oder ein Reporterprotein wie GFp oder LacZ sein. Weitere Fusionspartner 
sind dem Fachmann bekannt . 
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Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf ein 
erfindungsgemafles Polypeptide welches eine Glykosilierungsvariante des nicht-selektiven 
Kationenkaiials OTRPC4 ist. 

Die Erfindung umfaBt Verfahren zur Herstellung von erfindungsgem&Ben Polypeptide^ 
i dadurch gekennzeichnet, da£ ein erfindungsgemafler Wirt kultiviert wird und besagtes 
Polypeptid exprimiert wird, Besagte Wirte konnen z,B< stabil oder transient mit ednem 
Vektor oder einem Expres$ionsvektor, der eine fUr ein OTRPC4-Polypeptid oder -Fragment 
kodierende Nufcleins&ure enth&lt, transfiziert werden. Beispielsweise wird das 
erfindungsgemaBe OTRPC4~Polypeptid oder ^Fr^gment an der Zellobeiflache des Wirtes 
jo exprimiert Besagtes Polypeptid kann aber auch in das Medium sezerniert werden. Die 
erfindungsgemaBen OTRPC4-Polypeptide oder -Fragmente konnen in einem 
erfindungsgemaBen Verfahren beispielsweise in Pilzen, wie z. B. Pichia pastoris, 
O Saccharomyces cerevisiae, Schizosaecharomyces, Trichoderma mit Vektoren, die zur 

Oberfachenexpression fiihren, hergestellt werden. 
« Auch mit Insektenzellen kann das erfindungsgemaBe Verfehren zur Herstellung der 
OTRPC4-Polypeptides oder -Fragmentes durchgefuhrt werden, z. B. als traimentes oder 
stabiles Expressionsystem oder Baculovirus-Expressionssystem, Hierbei werden z.B. Sf-9 
Insektenzellen mit z.B. Aufographa californica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV) oder 
verwandten Viren infiziert. Die oben beschriebenen R colt Transfervektoren enthalten z.B. 
2a als Fromotor die fiir Polyhedrin kodierende DNA, hinter der die fUr das erfindungsgemaBe 
OTRPC4-Polypeptid oder -Fragment kodierende DNA hineinHoniert wird. Nach 
Identification eines korrekten Transfeivektorklones in E. coli wird dieser zusammen mit 
unvollstandiger Baculovirus-DNA in eine Insektenzejle transfiziert und rekombiniert mit der 
Baculovirus-DNA, urn fimktions&hige Baculoviren zu Widen. Mit Hilfe starker 
CD is Insektenzellpromotoren werden in einem erfindungsgem&R en Verfahren grofie Mengen des 
erfindungsgemaBen OTRPC4-Polypeptides oder -Fragmentes gebildet. 
InsektenzeUexpressionssysteme fur die Expression von OTRPC4-Polypeptid oder 
-Fragment sind kommerziell erhaltlich. 

Auch ein Saugetierexpressionssystem, zB. in einem erfindungsgemaBen Wirt, z.B, die 
»o HEK293^Zelle oder die Hela-ZeUe, die beispielsweise in einem Expressionsvektor eine 
erfindungsgemaBe Nukleinsaure kodierend fiir OTRPC4 oder ein Fragment hiervon enthalt, 
kann zur Expression des OTRPC4-Kationenk#nals verwendet werden, wobei der besagte 
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Wirt unter dem Fachmann bekannten Bedingungen kultiviert wird und das OTRPC4- 
Polypeptid oder -Fragment zJB. an der ZeUoberflache exprimiert wird. Vorteilhaft an 
Saugetierexpre$sionssystemen ist, daB sie sehr gate Glykosilierungs- und 
Faltungsbedingungen ermoglichen. Sftugeraellen, sind mit transienten Expressionssystemen, 
j stabilen Expressionssystemen und mit viralen Bxpressionsystemen z, B. Vaccinia, Semliki- 
Forest- Virus, Adenovirus verwendbar, die komraerziell erhaitlich sind. Auch transgene 
Tiere z, B. Kohe, Ziegen, MSuse sind geeignet fUr ein erfindungsgemaBes Verfahren. Auch 
transgene Pflanzen wie Nicotiana tabacum (Tabak) sind in einem erfindungsgemaBen 
Verfahren einsetzbar. Diese eignen sich insbesondere flir die Herstellung von 
jo erfindungsgemaBen OTRPC4-Polypeptid oder -Fragment. Nach genomischer Integration 
der erfindungsgemaBen Nukleinsaure, wejche flir ein erfindungsgemaBes OTRPC4- 
Polypeptid oder -Fragment kodiert, die eji eine Signalsequenz fu^aoniert ist, kann die 
Oberfiachenexpression des OTRPC4-Polypeptides oder -Fragmentes oder die Sekretion in 
den interstitiellen Raum erreicht werden, 
is Die Herstellung mit prokaryontischen Expressionssystemen wie Escherichia coli, Bacillus 
subtilis, Streptomyces oder audi Proteus mirabilis eignet sich bevorzugt fur 
erfindungsgemaBe OTRPC4-Fragmente, aber auch fur das ganze OTRPC4-Polypeptid. Die 
erfindungsgemaBen OTRPC4-Polypeptide werden in einem erfindungsgemaBen Verfahren 
entweder bevorzugt an der Oberflache, beispielsweise in die AuBenhulie, d.h. eine der 
20 beiden bakteriellen Zellmembranen oder die Pyptidoglycanschicht d«r AuBenhulie bed Gram- 
negativen Bakteiien oder in die Zellmembran bei Gram-positiven Bakterien integriert, oder 
intrazeUular, z,B. in Inklusionskoipeni oder durch periplasmatische Sekretion in Gram- 
negativen Bakterien mittels hierfur geeigneten Vektoren hergestellt. 

Ein weiterer Aspekt der voiiiegenden Erfindung bezieht sich auf ein Antikoiperprotein, 
(^) 2i dadurch gekennzeichnet, daB es spezifisch fur ein erfindungsgemaBes Polypeptid ist Daher 
bindet das erfindungsgemaBe AntikOrperprotein an ein Epitop von OTRPC4 oder an ein 
Epitop einer der oben beschriebenen Varianten, 

Fttr viele Anwendungen der erfindungsgemaBen Antikorper sind mCglichst kleine 
antigenbindende, d.h, OTRPC4-bindende Einheiten wunschenswert. Daher ist in einer 
to weiteren bevorzugten Aus&hrungsform ein erfindungsgemaBes AntikOrperprotein ein Fab- 
Fragment (Englisch ^Fragment antigen-binding = Fab"), Diese erfindungsgemaBen 
OTRPC4-spezifischen Antikorperproteine bestehen aus den variablen Regionen b eider 
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Ketten, die durch die anschlieCende konstante Region zusammengehalten werden. Diese 
Jconnen durch Protease-Verdau wie z,B. mit Papain aus herk6mmUchen Antikarpern 
entstehen, ahnUche Fab-Fragmente kdnnen jedoch auch mittlerweile gentechnologisch 
hergesteUt werden. In einer weiteren bevorzugten AusfUhningsform ist ein 
s erfindungsgemaBes Antik6rperprotein ein FCab'^ Fragment, welches durch proteolytische 
Spaitung mit Pepsin hergejstellt werden kann. 

Mit Hilfe von gentechnischen Methoden ist es mGglich, verkOrzte Antikorperfragmente 
herzustellen, die nur noch aus den variablen Regionen der schweren (VH) und der ledchten 
Kette (VL) bestehen. Diese werden aJs Fv-Fragmente (Englisch; fragment variable" = 
10 Fragment des variablen Teils) bezeichnet, In einer weiteren bevorzugten Ausfthrungsfbrm 
ist ein erfindungsgemaBes, OTRPC4-spezifisches Antikorpermolekul ein solches Fv- 
Fragment. Da diesen Fv-Fragmenten die kovajente Verkniipfung beider Ketten durch die 
Cysteine der konstanten Ketten feblt, werden die Fv-Fragmente oft stabilisiert. Vorteilhaft 
ist es, die variablen Regionen der schweren und der leichten Kette durch ein kurzes 
n Peptidstilck, beispielsweise von 10 bis 30 Aminosauren, bevorzugt 15 Aminosauren, zu 
verkniipfen. Hierdurch, wird ein einziger Peptidstrang aus VH und VL, verbunden durch 
einen Peptidlinker, erhalten. Ein solches Antik6rperprotein wird als Fv-Einzelkette Oder 
Englisch: „single-chain-Fv' t (scFv) bezeichnet. Beispiele aus dem Stand der Technik fur 
solche scFv-Antikorperprotdne sind in Huston et al. (1988, PNAS 16: 5879-5883) 
so beschrieben. Daher^ist in noch einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform ein 
erfindungsgemaBes, OTRPC4-sp ezifisches Antikorperprotein eine Fv-Einzelkettenprotein 
(scFv). 

Es wurden in den letzten Jahren verschiedene Strategies entwickelt, urn scFv als multimere 
Derivate herzustellen. Dies sollte insbesondere zu rekombinanten Antikorpern mit 
O 33 verbesserten Phannakokinetik- und Biodterributionseigenschaften sowie mit erhflhten 
Bindungsaviditaten fuhren. Urn eine Multimerisierung der scFv zu erzielen, wurden scFv als 
Fusionproteine mit Multimerisierungsdomflnen hergesteUt. Als Multimerisierungsdomanen 
dienen z. B. die CH3-Region eines IgG oder coiled co/^Strukturen (Helix-Strukturen) wie 
Leucw^ipper-Domm^n. Es gibt jedoch auch Strategien bei denen die Interaktion zwischen 
a* den VH/VL-Regionen des scFv zur Multimerisierung herangezogen werden (z. B. Di-, Tri- 
und Pentabodies), Daher ist in einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform ein 
erfindungsgemaBes Antikorperprotein ein ftr ein OTRPC4-Epitop spezifisches Diabody- 
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Antik&rperfragment. Unter Diabody versteht der Fachmann ein bivalentes homodirneres 
scFv-Derivat (Hu et al., 1996, PNAS 16; 5879-5883), Die VerkUrzung des Linkers in einem 
scFv-Molekiil auf 5- 10 Amino sauren fiihrt zur Bildung von Homodimeren bei denen eine 
inter-Ketten VH/VL-Zusamraenlagerung stattfindet. Diabodies konnen zusatzlich durch den 
s Einbau von Disulfidbrflcken stablilisiert werden. Beispiele aus dem Stand der Technik fur 
Diabody-Antikorpeiproteine finden sich bei Perisic et al. (1994, Structure 2; 1217-1226) 
Unter Minibody versteht der Fachmann ein bivalentes, homodirneres scFv-Derivat. Es 
besteht aus einem Fusionsprotein, das die CH3 -Region von einem Immunglobulin, 
bevorzugt IgG, ganz besonders bevorzugt IgGl als Dimerisierungsregion enthfilt, die iiber 
io eine Zft/jge-Region (z.B. ebenfiUs von IgGl) und eine Zwfer-Region mit dem scFv 
verbunden ist, Die Disutfidbrucken in der Hinge-Kvgion werden meist in hGhexen Zellen und 
nicht in Prokaiyonten ausgebildet. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist ein 
f|§* erfindungsgemaBes Antikorperprotein ein OTRPC4-spezifisches Minibody- 

Antikfirperfragment Beispiele aus dem Stand der Technik fur Mmibody-Antikorperproteine 
is finden sich bei Hu et al. (1996, Cancer Res. 56: 3055-61). 

Unter Triabody versteht der Fachmann ein: trivalentes homotrimeres scFv-Derivat (Kortt et 
al. 1997 Protein Engineering 10; 423.-433). ScFv-Derivate bei denen VH-VL direkt ohne 
Linkersequenz fusioniert aind, filhren zur Ausbildung von Trimeren. 

Unter Tetravalent Miniantibody versteht der Fachmann ein tetravalentes homodirneres scFv- 
20 Derivat (Pack et al., 1995 J. Mol. Biol. 246: 28-34). Die Multimerisitoing erfolgt durch 
tetramere coiled coil-Domme, 

Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemapes Antikorperprotein vollst^ndig human. 
Ein wedterer Aspekt der vorliegenden Erfinduug bezieht sich auf ein Verfehren zur 
Herstellung von einem erfindungsgemaUen Antik6rperprotein, welches die folgenden 
CCj ss Schritte umfefit: ein Wirt ausgewahlt aus einer eukaryontischen oder prokaryontischen 
Zelle, welcher einen oder mehrere Vektoren mit einer oder mehreren NuBeins&uren 
spezifisch Sir das Antikfirperprotein enthfilt, wird unter Bedingungen, unter denen besagtes 
Antikorperprotein durch besagte Wirtszelle exprimiert wird, kultiviert und besagtes 
Antikorperprotein wird isoliert 
30 Die erfindungsgemafien Antikorperproteine kttnnen in einem erfindungsgem&Ben Verfahren 
auch in Pilzen, wie z. B. Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces, 
Trichoderma mit Vektoren, die zur intrazellularen Expression oder zur Sekretion fiihren, 
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hergestellt werden. Auch mit Insektenzellen kann das erfindungsgemftBe Verfehren zur 
Herstellung der Antiktfrpeiproteine durchgefUhit werden, z. B. als transientes Oder stabiles 
Expressionsystem Oder Baculovirus.Eiq3res9ionssystem, vergleichbar wie oben beschrieben. 
InsektenzeUexpressionssysteme fur die Expression von AntikGrperproteinen sind 
* kommerzieU erhaltlich. InsektenzeUexpressionpsysteme eignen sich insbesondere fttr die 
erfindimgsgemaBen scFv-Fragmente und Fab- bzw. F(ab')2-Fragmente und 
Antikajperproteine bzw, Fragmente hiervon, welche mit EffektoimolekUlen fusioniert sind, 
aber auch fur vollstandige Aniikfcipermolekule, 

VorteiUiaft an Saugetierexpressionssystemen is*, daB pie sehr gute Glykosilierungs- und 
io Faltungabedingungen ermoglichen, z,B, transients Expressionssysteme, z. B, in COS-Zellen 
Oder stabile Expressionssysteme z. B. BHK-, CHQ-, Myelomzellen. Saugerzellen sind auch 
z. B. mit viralen Expressionsystemen z, B. Vaccinia, Semliki-Forest-Virus, Adenovirus 
f|> veiwendbar. Auch transgene Tiere z. B. KOhe, Ziegen, Mause sind geeignet filr ein 

erfindungsgemaBes Verfahren. Auch tranpgene Pflanzen wie Nicotiana tabacum (Tabak) 
« sind in einem erfindungsgemaflen Verfahren einsetzbar. Nach genomischer Integration der 
erfindungsgemaflen Nukleinsaure, welche fbr ejn erfindungsgemaBes Antikorperprotein 
kodiert, die an eine Signalsequenz fusioniert ist, kann die Sekretion des Antikorperproteins 
in den interstitiellen Raurn erreicht werden. Die Herstellung mit prokaryontischen 
Expressionssystemen wie Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces oder auch 
20 Proteus mirabilis dgnet sich bevorzugt fur erfindiwgSgemaBe AntikOrperfragmente, wie 
Fab-, F(ab ( )2- I scFv-Fragmente, Minibotjies, Diabodies und Multimere besagter Fragmente. 
Die ErflndungsgemaSen Antikflrperproteine werden in einem erfindungsgemaBen Verfahren 
entweder intrazellular, z.B. in Inklusionsk5rpern oder durch periptasmatische Sekretion in 
Gram-negativen Bakterien mittels hierfur geeigneten Vektoren hergesteilt. 
(y u Ebenfalls von der Erfindung umfaBt ist die Verwendung ernes erfindungsgemaBen 
Polypeptides zum Auffinden von Blocker, Aktivatoren oder Modulatoren besagter 
Polypeptide, 

Unter Blocker sind Substanzen zu yerstehen, die durch Bindung an den OTRPC4- 
Kationenkanal selbst, durch Bindung an regulatorische Untereinheiten oder durch 
m Interaktion mh der Zellmembran oder Teilen dergelben die Ionenpenneabilitat des Kanals 
hemmen. 
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Unter Aktivatoren sind Substanzen zu vemehen, die durch Bindung an den OTRPC4- 
Kationenkanal selbst, durch Bindung an regulatorische Untereinheiten oder durch 
Interaktion mit 4er Zellmembran Oder Teflen derselben die Ionenpermeabilim des kanals 
stimulieren, 

s Unter Modulatoren sind Substanzen m verstehen, die durch Bindung an den OTRPC4- 
Kationenkanal selbst, durch Bindung an regulatorische Untereinheiten Oder durch 
Interaktion mit der Zellmembran oder Teijen derselben die lonenpermeabilitat des Kanals 
verandem, z.B. die Selektmtat des Kanals gegenaber von Kabriura und Natrium verandern. 
Blocker, Aktivatoren oder Modulatoren kannen ihre jeweiJige pharmakologische 
Eigenschaften entftften abhangig von physikalischen Einfliissen, wie z.B. pH, Temperatur 
und lonenkonzentrationen des intra- oder extrazelluiaren Mleus oder auch abhangig von 
dem Aktivierungszustand des Kanals. 

Weiterhin von der Erfindung umfafit ist die Verwendung eines erfindungsgemaJJen Wirtes 
zum Auffinden von Blocker, Aktivatoren oder Modulatoren von OTRPC4-K4nalen. 
is Bin weiterer, bevorzugter Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zum Auffinden von 
Blocker, Aktivatoren oder Modulatoren von OTRPC4, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
erfindungsgemaOer Wirt mit einer Testsubstanz inkubiert wird. 

Ein weiterer, ganz besonders bevorzugter Aspekt der Erfindung ist ein erfindungsgem&fies 
Verfahren, dadwch gekennzeichnet, daB ein Membranstrom gemessen wird, besagter 
30 Membranstrom mit einem Membranstrom verglichen wird, der bei besagtSrh Wirt nach 
Inkubation mit einer bekannten Kontrollsubstanz oder in Abwesenheit der Testsubstanz 
gemessen wird, Ein solches Verfahren ist exemplarisch in Beispiel 1, Abbildung 7 der 
Erfindung beschrieben. 

En weiterer, ganz; besonders bevorzugter Aspekt der Erfindung ist ein erfindungsgemaBes 
\0- * Verfehren worin besagter Aktivator an einen Kanal gebunden ist, besagter Wirt mit einer 
Testsubstanz inkubiert wird und die Verdrangung des an den Kanal gebundenen Aktivator 
durch die Testsubstanz gemessen wird. 

Ein weiterer, ganz besonders bevorzugter Aspekt der Erfindung ist ein erfindungsgemaBes 
Verfahren, worin ein erfindungsgeinaBer Wirt mit einer Testsubstanz inkubiert wird, die 
» intrazellulare Menge eines divalenten Kationes besthnmt wird und besagte Menge des 
divalenten Kationes mit der Menge besagten divalenten Kationes verglichen wird, die bei 
der Inkubation besagten Wirtes mit einer bekannten Kontrolle oder in der Abwesenheit der 
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Testsubstanz gemessen wird. Bin solches Verfahren ist exemplarisch in Beispiel 1 der 
Erfindung beschrieben. 

Bin weitcrer, ganz besonders bevorzugter Aspekt der Erfindung 1st ein erfindungsgemaBes 
Verfahren, welches ein Hochdurchsatzmusterungstest (Englisch: „high throughput screening 
3 °* HTS ") oder ei n Ultrahochdurchsatzmusterungstest (Hochdurchsatzmusterungstest 
(Englisch: „ultra high throughput screening - UHTS") ist HTS bezieht flich im Rahmen der 
Erfindung aufein experimentelles Verfahren, bei dem eine groQe Anzahl an Testsubstanzen 
gleichzeitig getestet werden. Vorzugsweise wird ein HTS-Verfahren in MIkrotiterplatten 
ausgefuhrt, teilweise oder vollstandig automatisiert und an elektronische Gerate wie z.B. 
/» Computer zur Datenspeicherung, -Analyse und Interpretation mittels Bioinformatik 
angeschlossen. Bevorzugt werden zur Automatisierung Roboter eingesetzt, die eine groBe 
Anzahi von Mikrotiterplatten gleichzeitig handhaben konnen und mehrere tausend Tests pro 
Tag ausfuhren konnen, Vorzugsweise wird eine Testsubstanz auf eine erwtinschte 
Aktivator-, Blocker oder Modulatorfunktion in einem zellbasierten System mit einer 
« erfindungsgemaflen Zelle getestet. Der Ausdnjck HTS umfaflt auch 
Ultrahochdurchsatzmusterungstests (UHTS). Vorzugsweise werden besagte UHTS- 
Verfahren unter Verwendung von 384- or 1536-Loch-Mikrotiterplatten, SubmikroHter- und 
Subnanolherpipettoren, verbesserten Plattenlesegeraten und Verfahren um Verdunstung zu 
verhindern, ausgefuhrt. HTS Verfahren sind beispielhaft in den Patenten US 5876946 A 
3» oder US 5902732 A beschrieben. Der Durchschnittsfachmann kann die oben und in den 
Beispielen beschriebenen Verfahren an ein HTS oder UHTS Format anpassen, ohne selbst 
erfinderisch tatig zu sein. 

Ein HTS zur Identifizierung von Blockem, Aktivatoren oder Modulatoren des OTRPC4- 
Kanals kann erfblgen, wie in Beispiel I beschrieben, kann aber auch mit sogenannten 
O 21 mduzierbaren Expressionssystemen durchge&hrt werden, beispielsweise ein durch 
TetracycUn induzierbares Plasmid (Gossen H Bonin AL, FreundUeb S, Bujard H; Inducible 
gene expression systems for higher eukaryotic cells. Curr Opin Biotechnol 1994, 5, 5 16-20) 
oder ein durch den Ecdyson-Rezeptor induzierbares System (Invitrogen). Dfcse Systeme, 
aber auch andere, sind kommerziell erhaltlich. 
30 Noch wichtiger Aspekt der voriiegenden Erfindung ist ein Aktivator von OTRPC4, 
auffindbar mit einem erfindungsgemaBen Verfahren. 
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Nocb ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Blocker von OTRPC4, 
auffindbar mit einem erfindungsgemaBen Verfabren. 

Noch ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Modulator von OTRPC4, 
aqffindbar mit einem erfindungsgemafien Verfehren, 
1 Eine weitere bevoizugte Ausfuhrungsform der Erfindung umfefit eine Anti-Sinn^ 
Nukieinsiiure, dadurch gekennzeichnet, dafl sie an einen Teil einer erfindungsgemafien 
Nukleinsaure unter stringenten Bedingungen hybridisieren kann. 

Unter Anti-Sinn-Nukleinsfinre (Englisch: „anti-sense nucleic acid" oder auch „anti-sense 
oligonucleotide") werden DNS Oder RNS^MoIekiUe im Rahmen dieser Erfindung 
« verstanden, die komplementar zu zumindest einem Teil eines erfindungsgemafien, d.h, fur 
ein OTRPC4nPolypeptid oder -Fragment kodierenden mRNS Molekul sind. Eine Definition 
von Anti-Sinn-Nukleinsaure findet sich auch im Stand der Technik (Weintraub HM, 1990 
<Sl Scientific American, 262, 34-40). In der Zelle hybridisieren Anti^Sinn- 

NukleinsauremolekQle an die Korrespondierende mRNS und bilden ein 
is Doppelstrangmolekul, Die erfindungsgemafien Anti-Siiui-Nukleinsauren interferieren mit 
der Translation der fur OTRPC4-Poiypeptid oder ein OTRPC4~Fragment kodierenden 
mBNS, df* die Zelle besagte doppelstrangige mRNS nicht translatieren wird. Die 2entraie 
Region der Anti-Sinn-Nukleinsaure im Rahmen dieser Erfindung enthalt mindestens 14 
Nukleotide, die komplementar m der ZieKRNS sind. Die Erfindung umfafit auch Peptid- 
es Nukleinsauren, Phospho^ester-Anti-Sinn-Nukleinsauren und Phosphbthioat- 
Oligonukleotide, die komplementar m zumindest einem Teil eines erfindungsgemafien fiir 
ein OTRPC4-Polypeptid oder -Fragment kodierenden mRNS Molekul sind, Solche fiir 
andere Ziel-RNS spezifischen Substenzen sind aus dem Stand der Technik bekannt (Boado 
RJ et al- t 1 998 J Fharai Sd 87: 1308-13 15.). 

o 

2s In Beispiel 1 (Tabelie 1) sind fiinf Anti-Sinn-Sequenzen beispielhaft au^efUhrt und die 
Kriteriea, die zu der Auswahl dieser Sequenzen fijhrten, dargestellt. 
Eine weitere bevorssugte Ausflibningsform der Erfindung um&Bt eine erfindungsgemafie 
Anli^inn-Nukleinsaure, die em Ribozym ist. Ribozym im Rahmen dieser Erfindung ist ein 
RNS-MolekOl, das spezifisch mit der Ziel-RNS, d.h. der erfindungsgemafien fur ein 

*° OTRPC4-Polypeptid oder -Fragment kodierenden mRNS interagieren und diese irreversibel 
an einer spezifischen Stelle schneiden kann. Vorzug^weise besitzt das erfindungsgemafie 
Ribozym eine zentrale Sequenz, die zur Ziel-RNS nicht komplementar ist und fur dessen 
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katalytische Aktivitat verantwortlich ist (katalytischer Bereich (a)) und zwei flankierende 
Sequenzen, die zu zwei benachbarten Sequenzen der Ziel-RNS im wesentlichen 
komplementar sind (Hybridisierungsbereich (b)), so die Bindung des Ribozyms uber 
Basenpaarung und dadurch die selektive Spaltung der Ziel-RNS erlauben. Eine bevorzugte 
s Ausfuhrungsform des erfindungsgeiuaUen Ribozyms kann durch folgende generelle Formel 
dargestellt werden: 
(b) (a) (b) 
5' [N 3 ,a,] [CUGANGARNmoSGAAA] [Na-ao] 3', 

worin N ein G, C, A oder U, R ein Purin und S ein Pyrimidin ist und worin die zentrale 
io Region Nmo der Sequenz (a) durch einen Linker ersetzt werden kann, der keine 
Nukleinsaure ist, namlich betspielsweise eine KohlenwasserstoflEkette (s.a. Thomson et al., 
1993, Nucleic Acids Res 21, 5600-5603.). Die erfindungsgetnaSen Ribozyme konnen 
beispielsweise ein hammerhead"- „Hairpin"- oder „Axehead"~Ribozym sein. Die Struktur 
von „Hammerhead"-JUbozymen ist dem Fachmann bekannt und auch beispielhaft in Symons 
is RH (1992, Annu Rev Biochem 61, 641*671) bzw. Rossi JJ (1993, Methods 5, 1-5.) 
beschrieben. rt Hairpin u Ribozyme kGnnen ZieWtNS wirksam in trans spalten, wobei der 
Wirkmechanismus abnlich dem , Jiammerhead'* Ribozym ist (s, a. Rossi, supra, und Hampel 
et al., 1990, Nucleic Acids Res 13, 299-304,), Aucb ,,Axehead"-Ribozyme k6nnen wirksam 
in trans spalten. Sie sind beispielsweise in Been MD et al., (1994 Trends Biochem Sci 19, 

20 251^256) und Wu HN et al. (1993, Nucleic Acids Res 21, 4193-4199) beschrieben. Der 
Fachmann kann anhand der aus dem Stand der Technik bekannten Daten die ftir die 
Spaltung erfbrderlichen Minimal sequenzen bzw. -stntfctur ermitteln und Ribozyme 
konstruiereo, die die fur die Zwecke der Erfindung erfbrderlichen Eigenschaften aufweisen. 
Besagtes Ribozym kann auch im Rahmen der Erfindung modifizxert werden, urn eine 

« erhohte Nukleasenresistenz zu erhatten. Beigpiele hierfilr sind die Substitution der 2'-OH 
Gruppen der Ribose durch 2'-H, 2'O-methyI, 2'-0-aUyl, 2'=Fluor or 2'-Aminogruppen 
(Paolella et al., 1992, und Pieken et al., 1991) oder die Modifikation von 
Phosphodiesterbindungen, z.B. indem ein oder zwei SauerstoSatome gegen Schwefel 
ausgetauscht werden (Phosphortbioat bzw. Phosphordithioat; Eckstein, 1985, und Beaton 

30 * *U Eckstein, p, (Brag.) Ohgonucleotides and analogues - A practical approach - 
Oxford, JRL Press (1991), 109-135) bzw. durch eine Methylgruppe (Methylphosphonat; 
Miller, ebenda, 137-154). Weitere Modifikationen umfessen die Konjugation der RNS mit 
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poly-L-Lysin, Poiyalkylderivaten, Cholesteqn oder PEG. Vorzugsweise enthalten die 
erfindungsgemaBen Ribozyme mindestens eine der vorstehend beschriebenen 
Phosphatrnodifikationen und/oder mindestens eine der vorstehend beschriebenen 
Kibosemodifikationen. 

* ^ weiterer, wichtiger Aspekt der Erfindung ft eine pharmazeutische Zusammensetzung, 
die eine erfindungsgejnaOe Nukleinsaure sowie pharmazeutisch akzeptable Trager- oder 
Hilfsstoflfe enthalt- 

Ein weiterer, wichtiger Aspekt der Erfindung 1st eine pharmazeutische Zusammensetzung, 
die eine erfindungsgemSBe Anti-Sinn-Nukleinsaure sowie pharmazeutisch akzeptable 
jo Trager- oder Hijfsstoffe enthalt 

Ein weiterer, wichtiger Aspekt der Erfindung ist eine pharmazeutische Zusammensetzung, 
die ein eifindungsgemaBes Polypeptid sowie pharmazeutisch akzeptable Trager- oder 
fijp* Hilfsstoflfe enthalt. 

Pharmazeutisch akzeptable Tragerstofie oder Hilfsstoffe in dieser Erfindung konnen 
25 physiologisch akzeptable Verbindungen sein, die beispielsweise die Absorption von 

OTRPC4-Aktivator, -Blocker oder -Modulatoren stabilisieren oder verbessern. Solche 

physiologisch akzeptable Verbindungen umfassen beispielsweise Kohlenhydrate wie 

Glukose, Sucrose oder Dextrane, Antioxidatien, wie Ascorbinsaure Oder Ghitathion, . 

Chelatbildner, niedermolekulare Verbindungen oder andere Stabilisatoren oder Hilftstoffe 
» (s. a. Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Auflage, Mack Publ., Eastoii:). Der 

Fachmann weiB, daO die Auswahl eines pharmazeutisch akzeptablen Tragerstoffes z.B, von 

der Administrationsroute der Verbindung abhangig, 

Ein weiterer, wichtiger Aspekt der Erfindung ist eine pharmazeutische Zuaammensetzung, 
die einen erfindungsgemaBen Vektor sowie pharmazeutisch akzeptable Trager- oder 
zs HHfsstoffe enthalt. Die besagte pharmazeutische Zusammensetzung kann auch einen 
erfindungsgemaBen Vektor fiir die Gentherapie enthalten und kann zusatzlich als Hilfsstoff 
ein kolloidales Dispersionssystem oder Uposomen fiir eine zielgerichtete Applikation der 
pharmazeutischen Zusammensetzung umfassen. 

Ein weiterer, wichtiger Aspekt der Erfindung ist eine pharmazeutische Zusammensetzung, 
» die einen erfindungsgemaBen Wirt sowie pharmazeutisch akzeptable Trager- oder 
Hilfsstofie enthalt. Auch ein Wirt oder eine Wirtszelle, die einen erfindungsgemaBen Vektor 
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enthalt, kann in einer pharmazeutischen Zusammensetzung im JUhmen dieser Erfindung, 
beispidsweise zur Gentherapie, verwendet werden. 

Ein Beispiel fur ein zielgerichtetes AppUkationssystem, z.B. fur erfindungsgemfifie Anti- 
Sinn-Oligonukleotide oderRibozyme ist besagtes kolloidales Dispersionssystem. Kolloidale 
s Dispersioqssysteme umfassen MakromolekQlkompIexe, Nanokapseln, Kiigelchen und Lipid- 
basierte Systeme einschliePlich 6l-in-Wasser Emulsionen, Mizdlen, gemischte Mizellen und 
Lipsomen oder Liposom-Fcrmuherungen. Das bevorzugte kolloidale System der Erfindung 
sind Liposomes Lipo somen sind artifizielle Membranvesikel, die als Vehikel in vitro und in 
vivo ntltzlich sind. Dieae Formulierungen konnen kationische, anionische oder neutrale 
10 Ladung tragen. Es wurde gezeigt, daji groJJe unilameUare Vesikel Charge unilamellar 
vesicles" LUV), die eine Gr6|$e von 0.2-4.0 um haben, einen Grofiteil einer wassrigen 
_ PufferlOsung mit groflen MakromolekOlen umschliefien konnen. RKS, DNS und intakte 

LJ- Virione konnen in die wassrige Phase im Inneren eingekapseft werden und in einer 

biologisch aktiven Form an das Ziel transportiert werden (Fraley R et al., 1981, Trends 
» Biochem Sci 6, 77-80), Neben Saugerzellen haben sich Liposomen auch fur den 
zielgerichten Transport von Nukleotiden in pflanzlichen-, Hefe- und bakteriellen Zellen als 
geeignet erwxesen. Um ein efBzientes Gentransfervehikel zu sein, sollten die folgenden 
Eigenschaften vorhanden sein: (1) die Gene sollten mit einer hohen Effizienz eingegchlossen 
werden, ohne dabei ihre biologische AJctivitat zu verringern; (2) es sollte praferentieUe und 
to substantiate Bindung an die Zielzelle im Vergleioh zu nicht-Zielzellen erfolgen, (3) die 
wassrige Phase des Vehikels sollte mit hoher Effizienz in das Zielzellzytoplasma transferiert 
werden; und (4) die genetische Information sollte akkurat und effizient exprimiert werden 
(Mannino RJ et al., 1988, BioTechniques 682-690). 

Die Zusammensetzung der Liposomen besteht ublicherweise a us einer Kombination von 
« Phospholipids^ insbesondere Hoch-Phase-Ubergangsternperatur-PhosphoUpide (Bnglisch 
"high-phase-transition-temperature"), z.B. in Kombination mit Steroiden, z.B. Cholesterin. 
Andere Phospholipid^ oder andere Lipide konnen audi verwendet werden. Die 
physikajischen Charakteristika der Liposomen hangen vom dem pH, der Ionenkonzentration 
und der Gegenwart divalenter Kationen ab. 
30 pbannazeutische Zusammensetzung der gegenwartigen Erfindung kann auch einen 

erfindungsgemafien Vektor als nackten „Genexpressionsvektof* enthalten. Dies bedeutet, 
der erfindungsgemaBe Vektor ist nicht mit einero HUfsstoff fur zielgerichtete Applikation 
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assoaiert (z.B. Liposomen, kolloidale Partikel etc.). Ein prinapidler Vorteil von nackten 
DNS-Vektoren ist das Fehlen einer Iinmunantwort, die durch den Vektor selbst 
hervorgerufenwird. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure zur 
i HersteUung eines Medikamentes for die Behandlung von einer Krankheit ausgewahlt aus der 
Gruppe von Diabetes, Hyperlipidamie, Hyperr^roteinamie, Hypertonus, Schlaganfall, 
Niererrinsiiffizienz, Schock sowie weiteren pathophysiologischen Zustanden, die durch 
Hyper- und Hypoosmolaritat charakterisiert sind. Dies sind beispielswejse andere 
pathophysiologische Zustande, die mit einer Erhohung oder Emiedrigung der 
« extrazellularen Osmolaritat einhergehen, wie z.B. Schockzustande unterschiedlicher Genese, 
wie z.B. kardiogener, metabolischer, septischer, anaphylaktischer Schock oder 
Schockzustande ausgelost durch Verbrennungen oder Polytraumata. 
Q Unter Schock wird im Rahmen dieser Erfindung ein pathophysiologischer Zustand 

verstanden, der zu einer generalisierten schwerwiegenden Reduktion der Gewebeperftusion 
is und einer konsekutiven Gewebescliadigung fiihrt. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung einer erfindungsgernafteo Anti-Sinn- 
Nukleinsaure zur HersteUung eines Medikamentes fur die Behandlung von einer Krankheit 
ausgewahlt aus der Gruppe von Diabetes, Hyperlipidamie, Hyperproteinamie, Hypertonus, 
Schlaganfall, Niereninsuffizienz und und Schock. Dies sind beispielswetse andere 
30 Pathophysiologische Zustande, die mit einer Erhohung oder Emiedrigung^' der 
extrazellularen Osmolaritat einhergehen, wie z.B, Schockzustande unterschiedlicher Genese, 
wie z.B. kardiogener, metabolischer, septischer, anaphylaktischer Schock oder 
Schockzustande ausgelost durch Verbrennungen oder Polytraumata. 
Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines erfindungsgemaOen Vektors zur 
'P 2s HersteUung eines Medikamentes Sir die Behandlung von einer Krankheit ausgewahlt aus der 
Gruppe von Diabetes, Hypeiiipidamie, Hyperoroteinamie, Hypertonus, Schlaganfall, 
Niereninsuffizienz und und Schock. Dies sind beispielsweise andere pathophysiologische 
Zustande, die mit einer Erhohung oder Emiedrigung der extrazellularen Osmolaritat 
einhergehen, wie z.B. Schockzustande unterschiedlicher Genese, wie z.B. kardiogener, 
m metabolischer, septischer, anaphylaktischer Schock oder Schockzustande ausgelost durch 
Verbrennungen oder Polytraumata. 
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Die Erfindung betrifit auch die Verwendung eines erfindungagemaCen Wirts zur Herstellung 
eines Medikamentes fir die Behandlung von einer Krankheit ausgewahlt ays der Gruppe 
von Diabetes, Hyperlipidamie, Hypeiproteinamie, Hypertonus, Schlaganfall, 
Nierenipaufifizienz und und Schock, Dies sind beispielsweise andere pathophysiologische 
j Zustande, die mit einer Erhdhung oder Erniedrigung der extrazelluiaren Osmolarit&t 
einhergehen, wie z.B. Schockzustande unterschiedlicher Genese, wie z,B. kardiogener, 
metabolischer, septischer, anaphylaktischer Schock oder Schockzustande ausgelest durch 
Verbrennungen oder Polytraumata. 

Noch ein wesentlicher Aspekt der Erfindung ist ein nicht menschlicher S auger, dadurch 
jo gekeimzeichnet, da!3 er zusatzlich za seinem Genom eine erfindungsgemafle Nuldeinsaure 
(Transgen) enthalt. Hierunter wird ein nicht menschliches, transgenes Saugetier verstanden, 
das zusatzUch zu seinem Genom eine eifindungsgemaBe for OTRPC4 bzw. ein Fragment 
0 hiervon kodierende Nukleinsauresequenz stabil in einen Teil seiner Kflrperzellen (Chimare) 

oder in alle Kfirperzelien integriert hat und das OTRPC4-Polypeptid bzw. Fragment 
js exprimiert. Dem Fachmann sind transgene Saugetiere bekannt, die ftjr andere Sequenzen 
transgen sind (s.a. Schenkel, J., Spektrum Akad. VerL, 1995). ErfindungsgemaBe transgene 
Sauger sind beispielsweise transgene Nagetiere, wie Ratten, Mause und Hamster, aber auch 
Ziegen, Kinder, Schweine, S chafe so wie weitere dem Fachmann bekannte nicht menschliche 
S auger. Ganz besonders beyorzugt sind Mause, 
n Noch ein wesentlicher Aspekt der Erfindung ist ein nicht menschlicher Sauger, dadurch 
gekennzeichnet, dafl in seinem Genom eine erflndungsgemftOe Nukleinsaure inaktiviert 
(Gen-Knock-out) ist, Hierunter wird ein nicht menschliches, sog. Knock-out Saugetier 
verstanden, in dessen Genom die einer erfindungsgemftBen, for OTRPC4 bzw. ein Fragment 
hiervon kodierende Nukleinsauresequenz entsprechende endogene Nukleinsauresequenz 
Q « inaktiviert ist und in der kein oder nur geringe Mengen an OTRPC4-Polypeptid bzw. 

Fragment hiervon exprimiert werden. Geringe Mengen bedeutet, daB die Expression von 
OTRFC4-Polypeptid oder -Fragment urn mindestens 50%, bevoizugt tiber 50 bis 80%, 
besonders bevoizugt tiber 80 bis 100% gegenUber vergleichbaren, nicht knock-out Saugern 
reduziert ist. Die Inaktivierung erfolgt oft durch Einklonierung edner Reportersequenz, 
so beispielsweise des Gens fir Neomycinresistenz. Dem Fachmann sihd weitere knock-out 
Saugetiere bekannt, bei denen andere Sequenzen inaktiviert sind. ErfindungsgemaBe knock- 
out Sauger sind beispielsweise knock-out Nagetiere, wie Ratten, Mause und Hamster, aber 
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auch Z^fien, Kinder, Schweine, Schafe sowie weitere dem Fachmann bekannte nicht 
menschliche Sauger. Ganz besonders bevorzugt sind Mause. Verfahren zur Herstellung 
eines erfindungsgemaflen Knock-out Stagers sind ynten beschrieben. Die Konstniktion 
eines rekombinanten Vektors Sir einen konditionellen Knock-out ist exemplarisch in 
j Beispiel 1 beschrieben. 

Noch ein wesentUcher Aspekt der Erfindung ist ein nicht menschlicher Sauger, dadurch 
gekennzeichnet, dafl in seinem Genom eine exflndungsgemaBe Nukleinsaure modifiziert 
(Gen-Knock-in) ist. Diese Modifikation kann mittels homologer Rekombination der 
kodierenden Nukleinsaure erfolgen und fiihrt dazu, daB in diesem Sauger bdspielsweise ein 
» OTRPC4-Polypeptid bzw. Fragment hiervon mit verSnderten Eigenschaften exprimiert 
wird. Dies kann z.B, durch eine Mutation in einem Jdeinen Teil der kodierenden 
Nukleinsaure erfolgen. ErfindungsgemaBe knock-out Sauger sind beispielsweise Knock-in 
0 Nagetiere, wie Ratten, Mause und Hamster, aber auch Ziegen, Kinder, Schweine, Schafe 

sowie weitere dem Fachmann bekannte nicht menschliche Sauger. Ganz besonders 
« bevorzugt sind Mause, Verfahren zUr Herstellung eines erfindungsgemaflen Knock-in 
Saugers sind unten beschrieben. 

Die erfindungsgemaflen nicht menschlichen transgenen bzw. knock-out bzw. knock-in 
Sauger eignen sich hervorragend, die Funktion des OTRPC4-Genes bzw. -Polypeptides zu 
analysieren. Hfierbei kGnnen jeweils die erfindungsgemaBen Sauger mit Saugem derselben 
,. : 99 Spezies oder vorteilhafterweise desselben Wurfes (,»Uttermates c< ) verglichen werden tind 
dadurch die Funktion des erfindungsgem&Ben Polypeptides untersucht werden. 
Ebenso von der Erfindung urnfeBt sind Verfahren zur Herstellung eines nicht menschlichen 
Saugers, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) embryonale Stammzellen des besagten nicht menschlichen SSugetiers mit einem 
Q 25 Vektor transfiziert werden, der eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure sowie eine 

Rekombination zwischen der genomischen DNA, des besagten nicht menschlichen 
Saugetieres und der im Vektor enthaltenen Nukleinsaure ermftglicht 

b) stabil transfizierte Stammzellen aus Schritt a) isoliert werden und diese in die 
Kejmbahn eines weibliches Tieres des besagten nicht menschlichen Saugetieres 

m tlberfuhrt werden 
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c) die Nachkommen des besagten weiblichen Tieres aus Schritt b) mit einem 
mannlichen Tier derselben Art werden auf Tiere, die das durch die Nukleinsaure aus 
Schritt a) kodierte Polypeptid exprimieren, analysiert. 
Embryonale Stammzellen (ES) lassen sich durch Kultivienjng der inneren Zellmasse von 
s Blastozysten gewjnnen und in Qewebekultur vermehren. Zum Zwecke der Erfindung wird 
die Difierenzierung der Stammzellen verhindert, in dem man sie auf Nahrzellen aus 
Fibroblasten kultiviert Oder dem Kulturmedium Leukamie-iiihibierenden-Faktor (LIF) 
zusetzt. Das Einschleufien von erfindungsgemaPer Nukleinsaure in ES Zellen, 
beispielsweise DNS kodierend fur OTRPC4 oder ein Fragment hiervon wird beispielsweise 
» mittels Transfektion, Retrovirosinfektion oder Elektroporation durchgefUhrt. Ein solcher 
Vektor tragt beispielsweise das Neomycin-Gen, das Resistenz gegenuber G418 verleiht. 
Damit konnen erfolgreich transfizieite embryonale Stammzellen identifiziert warden, indem 
O 4em Kulturmedium G418 zugesetzt wird, Nur erfolgreich transfizierte ES konnen unter 

diesen Bedingungen wachsen, Solche transfizierte ES werden beispielsweise in Blastozysten 
u wieder OberfUhrt und diese werden in die Keimbahn eines weiblichen erfindungsgemaflen 
Saugers Oberfijhrt. Die mutterten Zellen werden in den sich entwickelnden Embryo 
integriert und nehmen an der Entwicklung aller Gewebe teil. Hierdurch gelangt das 
erfindungsgemafie Transgen in die Keimbahn. Es Widen sich chimtre Tiere, die zJ3. durch 
varherige Auswahl von ES -Zellen und Bmpfiingerblastozysten von Tieren unterschiedUcher 
* Fellfarbe charakterisiert werden konnen, Durch mehrfache Zttchtung der chimaren Tiere 
erbatt man horaozygote Tiere, die das Transgen in jedem Gewebe exprimieren. 
Ein weiteres erfindungsgemafles Verfahren zur Herstellung von nicht menschlichen 
transgenen Saugern umfaflt die Isolierung von befruchteten Eizellen, die Mkroinjektion von 
erfindungsgemaBer, fur OTRPC4 oder ein Fragment hiervan kodierender Nukleinsaure, die 
21 Implantation besagter befruchteter Eizellen in die Keimbahn eines pseudoschwangeren, 
weiblichen Tieres besagten nicht menschlichen Saugers und die Untersuchung der 
Nachkommen besagten weiblichen Tieres mit einem mannlichen Tier derselben Art auf 
Expression des Transgenes. Die durch Mikroinjektion eingebrachte Nukleinsaure, bevorzugt 
DNS, integriert sich oft an anderer Stella als die vergleichbare endogene Nukleinsaure, wird 
« meist jedoch genauso exprimiert. Besagte ernndungsgemafie Nukleinsaure kann in einer, 
aber auch in zahlreichen, d.h. 2 bis mehreren hundert oder tausenden Kopien in das Genom 
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integricrt sein. Details zu Verfthren zur Herstellung von transgenen, nicht-menschlichen 

Saugern sind dem Fachmann bekannt (sa. Schenkel, J,, Spektrum Akad. VerL, 1995). 

Ebenso von der Erfindung umfaRt sind Verfehren zur Herstellung eines nicht menschlichen 

Saugers, dadurch gekennzeichnet, dafi 
j d) embryonale Stammzellen des besagten nicht menschlichen Saugetiers mit einem 

Vektor transfiziert werden, der eine Nukleinsfiure enthalt, die an eine 
erfindungsgemaBe Nukleinsaure unter stringenten Bedingungen hybridisieren kann, 
und durch Insertion einer zusatzlichen Nuldeinsauresequenz. inaktiviert ist, sowie 
eine Rekombination zwischen der genomischen DNA des besagten nicht 
« menschlichen Sfiugetieres und der im Vektor enthaltenen Nukleinsaure ermtiglicht 

e) stabil transfizierte Stammzellen aus Scbritt d) isoliert werden und diese in die 
Keimbahn eines weiblichen Tieres des besagten nicht menschlichen Saugetieres 
Uberfiihrt werden. 

f) die Nachkommen des besagten weiblichen Tieres aus Schritt e) mit einem 
« mannlichen Tier derselben Art werden auf Tiere, die das durch die Nukleinsaure aus 

Schritt d) kodierte Polypeptid exprimieren, analysiert. 
Um einen erfindungsgemaflen S auger herzustellen, bei dem das endogene Gen, das einer 
erfindungsgemaBen OTRPC4 Nukleinsauresequenz entspricht oder eine solche umfaBt, 
durch sogenanntes knock-out inaktiviert ist, wird besagtes Gen durch homologe 
20 Rekombination angesteuert und inaktiviert. Unter homoIiSger Rekombination versteht der 
Fachmann Verfahren, die es enuflglichen, NukleinsSure 2.B. DNS gezielt in Gene 
einzubauen. Eine klonierte Kopie des endogenen Genes wird durch eine fiinktionslose 
Kopie ersetzt. Beispielsweise wird die eingescbleuste Kopie durch eine eingefiigte Kopie 
eines oder mehrerer Antibiotikumresi stenzgene(s) unterbrochen, was zur Inaktivierung 
w futart. Beispielsweise kann die Sequenz fur das Zielgen durch das Neomycinresistenzgen 
unterbrochen sein. Beispielsweise durch Einbringen Herpes-simplex Virus Thymidinkinase 
(HSV-tk), z.B. am Ende des Konstruktes, konnen diejenigen Zellen identifiziert werden, bei 
denen homologe Rekombination stattgefunden hat. Im Rahmen der Erfindung wird eine in 
einen geeigneten Vektor klonierte, inaktivierte Kopie einer far OTRPC4 oder ein Fragment 
30 hiervon kocjierender Nukleinsaure in embryonale Stammzellen (wie oben beschrieben) mit 
einer geeigneten Methode, d.h. durch Transfektion, Retrovimsinfektion oder 
Elektxoporation in die ES eingeschleust Die eingejschleuste Nukleinsaure geht in einem Teil 
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der ES mit der entsprechenden zelluUren Kopie des OTRPC4 Genes eine homologe 
Rekombination ein und ersetzt das Gen durch die erfindungsgemaPe, eingefuhrte 
Nukleinsaure. Beispielsweise ktfnnen mittejs des Antibiotikums G418 und der antiviralen 
Substanz Ganciclovir diejenigen ES identified: werden, bei denen homologe 
s Rekombination stattgefunden hat. ES, bei denen homologe Rekombination erfblgt ist, 
werden in eine Blastozyste injiadert, die in den Uterus eines weiblichen nicht menschlichen 
Ssiugers der selben An wie der ES eingesetzt. Es bilden aich chimSxe Tiere, die z.B. durch 
vorherige Auswahl von ES-Zellen und Empffingerblastozysten von Tieren unterschiedlicher 
Fellforbe charakterisiert werden k6nnen. Durch mehrfache Ziichtung der chim&ren Tiere 
io erhiilt man homozygote Tiere, bei denen das Zielgen vollst&ridig in jedem Gewebe 
inaktiviert ist. 

Ebenso von der Erfindung umftfit sind Verfahren zur Herstellung eines nicht menschlichen 
S augers, dadurch gekennzeichnet, daJ3 

g) embryonale Stammzellen des bes&gten nicht menschlichen Saugetiers mit einem 
is Vektor transfiziert werden, der eine Nukleinsaure euthalt, die an eine 

erfindungsgemaGe Nukleins&ure unter stringenten Bedingungen hybridisieren katm, 
und durch Insertion einer zus&tzjichen Nukleinsauresequehz modifiziert ist, sowie 
eine Rekombination zwischen der genomischen DNA des besagten nicht 
menschlichen Saugetieres und der im Vektor enthaltenen Nukleinsaure eondglicht 
20 h) stabil transfizierte Stammzellen aus Schritt g) isoliert werden und diese in die 
Keimbahn ein weibliches Tier des besagten nicht menschlichen S&ugetieres uberfuhrt 
werden 

i) die Nachkommen des besagten weiblichen Tieres aus Schritt h) mit einem 
m&nnlichen Tier derselben Art werden auf Tiere, die das durch die Nukleinsaure aus 
« Schritt g) kodierte Polypepttd exprimieren, analysiert. 

Das Verfahren zur Herstellung von Knock-in Tieren wird in Anlehnung an das Verfahren 
zur Herstellung von Knock-out Tieren durchgefuhrt mit dem Unterschied, da0 das Zielgen 
nicht inaktiviert, sondern modifiziert wird. 

Das fblgende Beispiel soli dem Verstandnis der Erfindung dienen und in kdner Weise als 
30 limitierend Sir die Breite der Erfindung angesehen werden. 



Beippiel I 
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Stnuitetwr eines OTBFC4-Kana|s 

Im nacb&lgenden Beispiel wird exemplarisch die Klonierung und Struktur eines 
erfindungsgemaBen OTRPC4-Poiypeptides bzw. OTRPC4^Kationenkanals beschrieben. Die 
> Beschreibung bzw. Verwendung des Begriffes OTRPC4-DNA, .RNA, Protein oder -Kanal 
soU in keiner Weise limitierend fUr die Breite der Erfindung gesehen werden, sondern nur 
dazu dienen, die Erfindung naher zu Wurtrieren. Weitere OTRPC4-DNA, -UNA, -Proteine 
oder -KanSle sind in der Beschreibung dargestellt. 

ip Die mRNA-Expression wurde durch Nortbem-Blot-Hybridisierungen mit EST-Fragmenten 
(Englisch EST - „expressed sequence tag") AA139413 und W535S6 uniersucht. (hinteriegt 
in der Genebank). Ein RNA-Trankript einer Lange von 3,3 kb vor allem in Leber, Herz, 
* ® Niere und Testis exprimiert wird, wurde identifiziert (Abbildung lb). Aus der aus der Niere 

einer Maus aufgereinigten RNA wurde mit Hilfe der RACE J>CR-Methode eine cDNA 
is Moniert mit einer Lange von 3277 bp, die einen offenen Leserahmen von 2616 bp enthalt 
(siehe erfindungsgemafie Sequenzen, supra und Anspriiche 19 und 20). Die genomische 
Organisation der murine Sequenz von OTRPC4 wurde durch Sequenzierung der Intron- 
Exon-Obergange gekUrt und ist beispielhaft in Abbildung 2 dargestellt. In situ 
Hybridisierungen mit einem Fragment aus dem kodierenden Bereich der OTRPC4-DNA 
so zeigten eine hohe Expression der OTRPC4-RNA im distalen Konvolut der Niere, aber auch 
Plexus choreoideus in den Hirnventrikeln (Abbildung 3). 

Die cDNA von OTRPC4 wurde in ein eukaryotisches Expressionsplasmid kloniert, das C- 
terminal ein GFP-Fusionsanteil (GFP^'green fluoreszent protein" grun fluoreszierendes 
Protein) enthielt (pEGEP-Nl). Dieses Plaamid wurde &r die nachfolgenden 
CD « Expressionsstudien venvendet. Von der Nukleotidsequenz kann abgeleitet werden, daB das 
OTRPC4-Protein beispielsweise aus 871 Aminosauren bestehen kann und sechs megliche 
transmembranare Segmente enthalt mit einer Sequenz, zwischen Segment 5 und 6, die 
moglicherweise fiir eine Porenregion eines K&nals Jcodiert (Abbildung la). Nach transient** 
Transfektion (die mit Hilfe des FuGENE 6 Transfektionsreagenz durchgefuhrt wurde) des 
so Expressionpla$mids kodierend ffcr dap OTRPC4^GFP-Pusionprotein in HBK293-Zellen 
konnte 24-36 Stunden spater eine gepunktete Fluoreszenz in der Plasmamembran 
festgeatellt werden. Damit konnte der Naohweis erbracht werden, dap das GFP- 
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Fusionsprotein mid damit das OTRPC4-Katial-Proteiii exprimiert wird und in die 
Plsismamembran edngebaut wird. 

Fur die nachfolgenden Experimenten warden HEK293 -Zellen mit dem oben genannten 
OTRPC4-enthaltenden Expressionsplasmid transient transfiziert und 24-36 Stunden spSter 
s zu nicht transfizierten KontroUzellen verglichen. 

Erhohung der intrazeQularen Kalzium-Konzentratiora in W£K293-Z&Uem 9 die dlein 
OTPRPC^Kanal cxpriimieren 

Urn die Funktfon des OTRPC4-Kanales zu studieren wurden HEK293-Zellen transient mit 
to ExpressionsplasmicJ, das dap OTRPC4-GFP-Fusion Konstrakt enthielt, transfiziert und 
anschlietfend die Konzentration der intrazellul&ren Kalziumkonzentxation ([Ca 2+ ]j) mit Hilfe 
der FURA-2nMethode unter Verwendung eines monochromatigchen 
O Einzelzellkalziummessplatzes gemessen (Abbildung 4). Pie basale [Ca 2 +]j in OTRPC4- 

exprimierenden Zellen war im Vergldch zu den KontroUzellen signififcant erhaht (94±11 
is nM; 50 Zellen gemessen in drei unabhangigen Experimenten versus 41±3 nM; 63 Zellen 
gemessen in drei unabhSngigen Experimenten). Um nachzuweisen, daB die Erhdhung der 
[Ca 2+ ]j durch einen Einstrom von extrazellu&ren Kabdum bedingt ist, wurden sog. 
Mangan-Quench-Experimente durchgef&hrt, die ergaben, daB das FURA-2-Signal durch 
Zugabe von 200 nM Mangan zur extrazelluiaren Lfcsung gehemmt wurde. ZusfitzUch fiihrte 
2o das Weglassen des Kalziums aus der extrazellul&ren L5sung eine Hemmung des basal 
erhohten FURA-2-Signals (siehe Abbildung 4), Beide Ergebnisse sprechen dafUr, daO es 
sich bei OTRPC4 um einen Kalzium-durchlSssigen Kationenkanal der Membran handelt. 

Die OTRPC4-yermittelte Amdemng der iintrazelllul&reiii Kalziunnkoiiiz^iiiltratflon ist 
,0 2s abhangjg vqp dler OsnnplarDtalt «J«p eifltirazePijilaireipi Losumg 

Der EinfluB der extrazeUuliiren Osmolaritfit auf die Kanalaktivit&t von OTRPC4 wurde 
untersucht. Nach Verringerung der Osmolaritat der extrazellul&ren L6sung fconnte eine 
langer, transieqter und reversibler Anstieg der [Ca 2+ ]j in den OTRPC4 exprimxerenden, aber 
nicht in den KontroUzellen beobachtet werden (Abbildung 5). Erhohung der Osmolaritat der 
bp extrazelluiaren L6sung hingegen verminderte [Ca 2+ ]i (siehe kleine Abbildung in Abbildung 
4). Eine sigdifikante Andenmg der [Ca 2+ ]^ wurde bereits bei einer Anderung der 
Osmolaritat der extrazellularen Losung um 30 mosmol/l beobachtet. Die Anderungen der 
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[Ca 2+ ]j 3 ausgelfist durch Ver&nderung der Osmoiaritat der extrazellularen Losung, erfolgte 
schnell und erreichte ihr Maximum nach ca. 30 Sekunden, variierten allerdings von Zelle zu 
Zelle (siehe Abbildung 4). Nach Riickkehr zu normoosmolaren LGsung kehrte [Ca 2+ ]i 
schnell wieder zu dem Basal wert zurtick. Urn zwischen einem Einstrom von Kalzium aus 
s dem extrazellul&ren Medium und einer Frei$etzung von Kalzium aus intrazellularen 
Kalziumspeicher zu unterscheiden, wurde im extrazellularen Medium Kalzium durch EGTA 
ersetzt, w&hrend die Zellen einem hypotonen Medium ausgesetzt wurden. Unter diesen 
Bedingungen kehrte das FURA-^2 Signal auf den Bajsalwert zurtick (siehe Abbildung 4). 
Wurden die intrazellularen Speicher durch vorherige Zugabe von Thapsigargin (5 |iM), 
jo einem Hemmer der Kakium-ATPase des endopUam&tiachen Retikulums, (23) entleert, 
anderte dies nicht an der Amplitude des FURA-2 Signals, ausgelOgt durch hypotones 
Medium. 

© Diese beiden Ergebnisse belegen, daB in den OTRPC^exprimierenden Zellen ein Kanal in 

der Membran exprimiert \yird, der fur einen osmotisch regulierten Einstrom von Kalzium 
is aus dem extrazellularen Medium verantwortlich ist Von den beiden Lanthaniden Gd 3+ und 
La 3 + die die mefcten kalziurapermeablen Kationenkanale biockieren (siehe Ref. 11, 14, 24- 
26), hemmte LaCl 3 bei einer Konzentration von 100 fiM den durch Hypoosmolaritat 
ausgelosten Kalziumeinstrom in OTRPC4-exprimierenden Zellen zu etwa 50%, wahrend 
QdCl 3 bis zu einer Konzentration von 1 mM keinen Effekt zeigte. 
so Die Mitglieder der STRPC-Subfemilie der TRPC-Kanale werden durch Signale aktiviert, 
die bedingt durch die Aktivierung der Phospholipase C-p (PLC-p) entstehen (6-15) T Die 
Aktivierung der endogen exprimieren muskarinergen Rezeptoren und damit Aktivierung der 
PLC-p in OTRPC4-exprimierenden Zellen zeigte keinen Effekt auf den Kalziumeinstrom in 
diesen Zellen. 

O « Die Zugabe von Capsaicin (10 jaM) und Resiniferatoxin (10 |^M), wie auch die kurzfiistige 
Erhtfhung der Temperatur auf 65 q C hatten keinen Effekt auf Zellen, die OTRPC4 
exprimierten. 

ElektrophysiQ]ogisclhe Charakteirisierin*g yop OTRPC4 
so Parallel zu der Erhohung der basalen [Ca 2 ^ zeigten Zellen, die OTRPC4 exprimierten, 
(detejctiert durch Fluareszenz des GFP-FuMonanteils), einen ba^en Ionenstrom gemessen 
im der sog. Ganzzellkonfiguration. Aulferund des schnellen „run-down' c der IonenstrGme 
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warden die weiteren Experirnente mit der sog. ^perforated patch"-Methode durchgefiihrt. 
Gemessen in Standard-extrazellularer Ltfsung zeigte die Strom-Spannungskurve, gemessen 
durch das Anlegen von Spannungsrampen, eine auswarts refctifi2ierende Form mit einem 
Umkehrpotential von ca. 0 mV (Abbildung 6), Wurde aus der extrazellul&ren LGsung die 
j Na+- und Ca 2+ -Ionen entfernt, verschwand der Einwartsstrom und das Umkehrpotential 
verschob sich in den negativen Bereich. Die durchschnittlichen Ionen&trtime bei -100 bzw. 
+100 mV gemessen mit EBlfe von Rampenprotokollen lagen bei -12,8dtl a l bzw. +32,2±2,7 
pA/pF (n-17, C m =9,6±5,5 pF), Diese Werte unterschieden sich deutlich von den Werten, 
die in den Kontrollzellen unter gleichen Bedingungen gemessen wurden; die Kontrollzellen 

ic zeigten nur geringe IonenstrSme (-2,6±0,7 und +3,9±G,9 pA/pF, n=5, {^-13,4*1,5 pF) mit 
einer nicht-Unearen Strom-Spannungs-Kurve und einem E,. von -16±2,1 mV. 
Der Austausch der extrazellularen Standart-LGsung gegen eine Losung, die 100 mM NaCl 
und 100 mM Mannital enthielt (Osmolaritat: 320 mosmol/1) verschob Ej. zu einem 
negativeren Potential (-11 9 2±1,6 mV, n~14), wie es von einem durch Kationen getragenen 

is Strom bei der Reduktion der extrazellularen Natriumkonzentrarion zu erwarten ware (siehe 
Abbildung 6). Desweiteren wurden die einwarts- als auch die auswarts gerichtete 
Stromkoinponente reduziert (-7,0:10,8 und 22 3 7±2,7 pA/pF bei -100 bzw. +100 mV) (siehe 
Abbildung 6). Die Applikation eine hypoosmojaren Losung (215 mosmol/l) fiihrte mit einer 
Verzogerung von wenigen Sefcunden (ca. 18 Sekunden im Mittel) zu einer ErhShung des 

*> einwarts, wie auch des auswarts gerichteten Stroms (Abbildung 7), Das Maximum dieser 
Erhdhung wurde im Mittel nach 50 Sekunden erreicht. Die maximalen Stromdichten des 
einwarts bzw. auswarts gerichteten Stroms betrugen -16^1,4 bzw. 66,0±6,1 pA/pF 
(n-13). Die Strom-Spannungs-Kurve des durch hypoosmolare Losung aktivierten Stroms 
hatte die gleiche Form wie die des spontanen Stromes in OTRPC4 exprimierenden Zellen, 

25 allerdings war das Umkehrpotential zu starker positivem Potential verschoben (-5,6±0,7 
mV). Die Entfernung von Natrium- und Kalziumionen aus der extrazellularen Lfisung fiihrte 
zu einem kompletten aber reversiblen Block des Einwdrtsstromes und reduzierte die 
auswarts gerichtete Stromkomponenten (siehe Abbildung 7), Nach Austausch der 
hypotonen L6sung durch L5sung mit 320 mosmol/I wurden wieder niedrige StomflUsse 

30 gemessen, vergleichbar zu den Ausgangswerten vor Zugabe der hypotonen Ldsung, In den 
Kontrolkellen 15ste die Zug^ben von hypotoner extrazejlularer Losung einen StromQufl aus, 
der die Eigenschaften von Chlorid-Kanalen aufwies, die durch Volumenanderung aktiviert 
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werden (27). Die Aktivieryng dieser Stfime konnte dutch die Zugabe des Chloridkanal- 
Blockers NPPB (50 jiM) voHstandig gehemmt werden, wahrend die durch hypotone 
Lfisung ausgelosten Kationenst&me in OTRPC4 exprimierenden Zellen durch diesen 
Blocker nicht beeinflufit wurden. 

Um die Ionenselektivim von OTRPC4 zu bestimmen, wqrde die hypotone L5sung, die zur 
Awlopung der Strttme verwendet wurde, durch hypotone kosungen ersetzt, die entweder 
nur Natrium oder nur 20 mM Kalzium als Kationen enthielten Die gemessenen 
Umkehrpotentiale betrugen filr eine Lttsung, die nur 100 mM Natrium enthielt, -14,5±8,8 
mV (n=5) und fiir eine LGsung, die nur 20 mM Kateum enthiett, +5,7±1,4 mV (n=5). Von 
diesen Werten konnte ein Verhaltnis der Ionenpermeabilitat von 6,3±0,5 ftr Pca^Na ^ d 
0,8±0,3 ffir P^a^Ca bes timmt werden, 

Um zu testen, ob Zugkrafte an der Membran die durch OTRPC4 getragen StrGme auslfisen 
kann, wurden positive und negative Drttcke auf die Patch-Pipette angelegt, wobei die 
Ganzzellstome sowohl in der „ cell-attached-", als auch in der Ganzellkonfiguration 
gemessen wurden. Es wurde keine Beeinflussung der durch OTRPC4 getragenen StrCme 
durch pruckandenmgen festgesteilt. 

Bight-throughput Screen zur Identifizicinmg eines Blockers, Aktivators oder 
ModuDatoirs des OTHPC4-Kationenkanah 

Das oben beschriebene eukatyotische Expressionsplamid mit der OTRPC4-cDNA enthalt 
zusatzlich auch ein Gen, daP den Zellen, die mit diesem Plasmid transfiziert werden, eine 
Resistenz gegen das Antibiotikum G41S verleiht PIEK293 -Zellen wurden durch Lipofection 
wie oben beschrieben transfiziert und stabfl exprirnierende Zellen durch Selektion mit G418 
isohert. Damit der OTRPC4-Kanal wahrend der Selektionsperiode nicht konstitutiv aktiv 
ist, wurden die HEK293 -Zellen in einem Medium kultiviert, desgen Opmolaritat auf 320 
mosmol/1 eingestellt war. Die den OTRPC4-Kanal stabil exprimierenden HEK293 -Zellen 
wurden in 384 well Platten susgegftt und in den Zellen mit HBfe ernes 5r Fluoresecence 
Imaging Plate Readers" (FLIPR) die durch Zugabe von hypotonen Medium ausgelSste 
ErhOhung der [Ca 2+ ]i gemessen. 

Konstuktionn eines rekomabinsnaUeo Vektorp fur eiuen kondittiooidSen Gent Knock-out: 
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Fur eine erfolgreiche homologe Rekombination in vivo ist eine identische Sequenz von 6-8 
kb Lang notwendig. Das entsprechende Exons muB dabei nicht in der Mitte liegen, 
sondern es wird allgemein eine asynunetrischc Anordnung bevorzugt Diese erlaubt eine 
PCR-Analyse der Zellklone der transfizierten ES-Zellen ttber einen kurzen Bereich von ca 
i 2-3 kb. Dabei bleibt ein langer Ann mit ca 5-6 Kb auf der anderen Seite. Ubertragen auf die 
vorhandene Genstruktur des murinen OTRPC4JCanals (sdehe Abbildung 2) und dem 
Wunsch die Porenregion zu inaktivieren, boten sich folgende DNA-Konstrukte an. Intron 
1 1, bei Base 1965 gelegen, hat eine GrGOe > 5 kb, sodaB hier die DNA filr den langen Arm 
gewonnen werden kann. Exon 12 mit ca 420 bp wurde zum Zweck des konditionellen 
jo Knock-outs mit flankierenden LoxP-Sttes getaggt. Intron 12, bei Base 2286bp liefert noch 
ausreichende Gr6£e fur einen kurzen Arm, Damit fehlt nach dem Knock-out und der 
Insertion der Neomycin-Ka$sette das Exon 12 und datnit dem Kanalprotein ein Teil der 
© fUnften transmembrane^ Region, die Pore, die sechste transmembrane Region und ein 

Teil des anschlieBenden zytosolischen Beretches. Das OTRPC4-Protein, das in den 
« konditioneUen Knock-out Mausen exprimiert wird, wirdin vivo fUnktionell inaktiv sein, 

Auswahl von Sequenzen zur Herstellung von Anti-sense OligonuWeotiden zur 
Inaktivierung des OTRPC4-Kanals: 

Die in Tabelle 1 aufgefuhrten Anti-sense Sequenzen wurden nach fojgenden Regeln 
& ausgewahlt: 

Die Sequenzen weisen moglichst wenig Homologie zu den anderen Kanalen der 
OTRPC Familie auf. 

Cluster von Guaninen (GGGG) wden vermieden, da diese zu Sekundarstrukturen 
und damit zu unspezifischen Interaktionen mit Proteinen fiihren. 
CC) 25 " GC und AT Basenpaare sind in etwa gleich veitejlt sein 

- eine der Sequenzen uberdeckt das ATG, um zusatzlich zur Induktion einer RNAse H, 
die die Target-RNA degradiert, die Hemmung des Tnuislationsstartes als Mechanismus 
einzuschlieBen. 

so Tabelle 1: 

Antisense-Oligo 1/Base 6-21 (S'-UTR) 
CGT CTG CAC TGC TCA G 
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Antisense-Oligo 2/Base 41-55 (kodierend) 
CCT TCG CTG GAA TCC 
Antisepse-Oligp 3/Base 123-137 (kodierend) 
GAGGAGAGAGGAAAAGC 
j Antisense-Oligo 4/Base 225-240 (kodierend) 
CAT GCGCAGATTTGGTGC 
Antisense-Oligo 5/Base 303-320 (kodierend) 
CACCGAGGACTCATATAG 



Die ausgewahlten Anti sense Sequenzen konnen auch als flankierende Sequenzen 
Konstniktion von Ribozymen verwendet werden. 
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Abbifldang 1: Axninosauresequenz der vorgergesagten Porenbildenden Stnzktur von 
OTRPC4 und die Gewebeverteilung der Expression von OTRPC4. 

(a) Dargestellt ist die Aminosauresequenz der vorhergesagten fflnften und sechsten 
trawmembr^naren Domane und der benacljbarten cytosolischen Domane von OTRPC4. Die 
transmembrane Region 5 und 6 und die vermytUche Porenbildende cytoplasmatische 
Domane sind als solche bezeichnet, und die konservierten Axninosfiuren sind hinteriegt. (b) 
Autoradiogramm eines Northern-Blots unterschiedlicher Maus Geweben unter Verwendung 
der EST-Sequenzen der Maus-cDNA codierend Sir OTRPC4 als Probe. Ein 3,3 kb 
Fragment wird in der RNA von Herz, Leber, Niere und Testis nachgewiesen, ein 
zusatzliches 2,2 kb Fragment kann in der KNfA von Leber und Niere nachgewiesen werden 

Abbildnmg 2: Sequenzen der cDNA codierend filr OTRPC4 der Maus und Organisation 
des genoraischen Klones von OTRPC4. Der Translationsstart, der Stopcodons, sowie die 
Obergange zwischen Exons und Introns und die Lange der Introns sind bezeichnet Unter 
der DNA-Sequenz ist die Aminosauresequenz dargestellt, die vorhergesagten 
transmembranaren Regionen und die Ankyrin-Bindungstelle sind bezeichnet. 

AbbildWBig 3: In-situ-Hybridisierung , vop Maus-Niere und -Hirn zum Nachweis der 
Expression von OTRPC4. 

Darstellt sind ein Sagittajlschnitt (a) und ein Horizontalschnitt (f) einer gesamten Maus 
Niere, zwei VergrflBerungen des Sagittalschiiittes der Niere (b, c), ein Sagittalschnitt (e), 
ein Koronarschnitt (f), ein Horizonalschnitt (g) eines gesamten Maus-Hinis und eine 
Vergroflerung des Sagittalschnittes eines Maus-Hirns (h). Die entsprechenden Schnitte 
wurden nach Fixierung des Gewebes mit eineni Mikrotom angefertigt und anschlieflend mit 
einer radioaktiv markierten RNA-Sonde des kodierenden Bereiches von Maus-OTRPC4 
hybridisiert Gezeigt ist die Expression von OTRPC4 im distalen Konvolut der Niere (b, c) 
und im Plexus choroideus der Him- Ventrikel (h), 

AbbiMung 4: Zunahme der intrazellularen K^kiumkonzentration in HEK293 Zellen 
tran^fiziert mit ein em Plasmid, das die cDNA von OTRPC4 exprimiert. Die intrazelluiare 
Kabiumkonzentration wurde nut Hilfe der PURA-^2-Technik in Zellen gemessen, die 
OTRPC4 exprimieren und zu Zellen vergjichen, die diesen Kanal nicht exprimieren, Die 
Zellen wurden anfanglich in isotoner LSsung, die 100 mM Mannitol und 1 mM CaCl 2 
enthielt, kultfviert. Der obere horizontale Balken gibt den Wechsel der extxazellularen 
L6sung» mit der die Zellen umspult wurden, zu einer 200 mM LGsung an. Der Wechsel der 
Osmoiaritat wurde dadurch erreicht, dafl das Mannitol weggelassen wurde. In dem 
Zeitraum, der durch den unteren horizontal Balken angegeben wird, wurde das Kalzium 
in der extrazejlularen Losung durch EGTA ersetzt. Die gezeigten Spuren stellen die 
Mittelwerte aus 17 Zellen (for die OTRPC4-exprimierenden Zellen) und 21 Zellen (fer die 
Kontrollzellen) dar im gleichen Experiment dar. Die kleine Abbildung zeigt die 
entsprechenden Meflspuren fur einzelne QTRPC4-exprimierenden Zellen desselben 
Experimentes. 

Abbildnng S: Osmolaritatsabhfingige Anderung der intxazeUularen Kalziumkorxzentration in 
HEK293nZelien, die OTRPC4 transient exprimieren, Gezeigt ist der maxknalen 
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Huores^quotienteix des KaMum-bdadenen und -unbeladen FURA-2 Farbstoffes in 
Abhflngigkeit zy r Osmolaritat der extrazallukiren Ldsung. 

Abbildung 6: Ahnahme des lonenfiusses in OTRPC4-exprimierenden Zellen in einer 
j hyperosmolar extrazejlularen LSsung, Der IonenflufJ wurde durch Spannungsrampen von 
-100 bis +100 mM in einer Standart extrazeUularen Losung (Osmolaritat 305 mosmol/l- 1) 
und tiach Zugabe einer Mannitol enthaltenden Ltfsung mit einer Osmolaritat von 320 
mosmol/l (2) aufgenommen. die kleine Abbildung zeigt den Zeitverlauf des Effektes 
wsgelast durch die Erhdhung der Osmolaritat der extrazellul&ren Losung, 

JO 

Abbildung 7: Zunabme des lonenflusses getragen durch Kationen ausgelast durch 
hypotone extrazellulare LSsung in Zellen, die OTRPC4 exprimieren. (A) Der Ganzzell- 
Ionenstrom einer OTRPC4 exprimierenden Zejle wurde gemessen bei -100 und +100 mV. 
Zu dem Zeitpunkt, die am horisomalen Balken angegeben sind, wurde die extrazellulare 
■is Standard-Lfisung ausgetauscht gegen eine Losung, die 100 mM NaCl und 100 mM 
Mannitol (Osmolaritat 320 mosmol/I) enthielt, dann gegen ein Lflsung ohne Mannitol (215 
mosmol/l) und dann wiederum durch eine hypoosmolare Losung, in der Natrium und 
Kalzium durch NMDG ersetzt war. Zum SchluO wurde die Zelle wieder mit 320 
( (J milliosmolare Ldsung umsptjlt (B) Aufgetragen to der Ionenstrom, der durch eine einzelne 

Spannungsrampe in einer OTRPC4 exprimierenden Zelle zu den Zeitpunkten, die in (A) mit 
Zahlen bezeichnet sind, ausgelttst wurde. 
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Paten&anspruche 

1. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, daB sie fiir den nicht-selektiven Kationenkanal 
OTRPC4 Oder fur ein Fragment, eine funktionelle Variante, eine allele Variante, erne 

j Untereinheit kodiert, Oder Varianten der besagten Nukleinsaure aufgrund des 

degenerativen Kodes oder eine Nukleinsaure, die an besagte Nukleinsfiure hybridisieren 
kann. 

2. Nukleinsaure nach Anspruch i 9 dadurch gekennzeichnet, daB sie RNS ist. 

3 . Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie DNS ist, 

« 4. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie 5' 
Oder 3 ' oder 5 * und 3 f untranslatierte Regionen enthalt. 

5. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl sie filr ein 
O Fragment des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 kodiert. 

6. Nukleinsfiure nach einem der Anspriiche I bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB sie for 
« eine fUnktionelle Variante des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 kodiert. 

7. Nukleinsaure nach einem der Anspruche j bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB sie flir 
eine allele Variante des nicht-selektiven KationenkanaJs OTRPC4 kodiert. 

8. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB sie fijr 
Varianten der Nukleinsaure aufgrund des degenerativen Kodes kodiert. 

jo 9. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, daB sie an eine Nukleinsaure nach einem der 
Anspriiche 1 bis 8 unter stringenten Bedingungen hybridisieren kann. 

10. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daS besagter 
nicht-selektiver Kationenkanal OTRPC4 ein Saugerkationenkanal ist. 

11. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB besagter 
Q v mcht-selektiverKationenlOTalOTRP(>|.murinist, 

12. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB besagter 
nicht-selektiver Kationenkanal OTKPC4 human ist. 

13 . Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, dafl sie die Sequenz 
CTCTCACCGCCTACTACC 
CKKX2CCCGCGCGGGC^ 

caccccaggtggggaggctttrcctctctcctccctggccaa 
ggaggatggctccx:tttcgccct^ 



30 
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AGQCGATGGQCGACCAAATCTGCGCATGAAGTTCCAGGGCGCCTTCCGCAAGG 
GGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCCACCCTATATGAGTCCTCGGTGG 
TGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTGTTTGACTACGGCACCTATC 
GTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAG 
s CCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCX^TCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTC 
AACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGAC 
GGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACCCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTT 
CGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAG 
CAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAGCGCACCG 

io GCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGTGACATCTACTATCGAGGTC 
AGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACGTGGAACTTC 
TCGTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCAcGCCCAGGCCCGTGGGCGCTTCTTCCAGC 
O CCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTG 
CCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCCCCACAAGA 

« AGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGrTGCTGCATGCGCTG 
GTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTAC 
GACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCC 
GTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAA 
GATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACAC 

M ggcacctgtcccgcaagtto\aggactgggcctatggcm:cagtgtattcgtcgc 
tttatgacctctcctccctggacacgtgtggggaagaggcctccgtgctggaga 
tcctggtgtacaacagcaagattgagaaccgccacgagatgctggctgtggag 
cccatcaatgaactgctgcgggacaagtggcgcaagttcggggccgtctccttc 
tacatcaacgtggtctcctacctgtgtgccatggtcatcttcactctcaccgcct 
■o » actaccagccgctggagggcacaccgccgtacccttaccgcaccacggtggac 

TACCTGCGGCTGGCTGGC^AGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTGTTCTTC 
TTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCTCTC 
TTCATTGATGGCTCCTTGCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCG 
TCTCAGGAGCCCTCTACCTG<KJAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCT 

*> ttgccctggtcctgggctggatgaatgcx:ctttacttcacccgtgggctgaagc 
tgacggggacctatagcatcatgatccagaagattctcttcaaggaccttttcc 

GATTCX3TGCTCGTCTACTTGCTCrTCATGATCGGCTACGCTTCAGCCCTGGTCTC 
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CCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACCAACT 
GCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACACK^GAGACCTTCAGCACCTTCC 
TCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCA 
GCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCA 
s CCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCC 
AGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGeTGCAGTGGGCCACCACCATC 
CTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGG 
GAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGTG 
CTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCA 

jo TCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACCAGTATTATGGCTTCTCGCATA 
CCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCGTGGTG 
GAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCTGGACAGCAT 
GGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAGGA 
CTGAGGACGCCCCGCTCTAGGGACTGCAGCCCAGCCCCAGCTTCTCTGCCCACT 

is CATTTCTAGTCGAG^CGCATTTCAGCAGTGCCTTCTGGGGTGTCCCCCCACACC 
CTGCTTTGGCCCCAGAGGCGAGGGACCAGTGGAGGTGCCAGGGAGGCCCCAGG 
ACCCTGTGGTCCCCTGGCTCTGCCTCCCCACCCTGGGGTGGGGGCTCCCGGCCA 
CCTGTCTTGCTCCTATGGAGTCACATAAGCCAACGCCAGAGCCCCTCCACCTCA 
GGCCCCAGCCCCTGCCTCTCCATTATTTATTTGCTCTGCTCTCAGGAAGCGACG 

so TGAGCCCTGCCCCAGCTGGAACCTGGCAGAGGCCTTAGGACCCCGTTCCAAGTG 
CACTGCGCGGCCAAGCCCQAGCCTCAGCCTGCGCCTGAGCTGCATGCGCCACCA 
TTTTTGK3CAGCGTGGCAGCTTTGCAAGGGGCTGGGGCCCTCGGCGTGGGGCCA 
TGCCTTCTGTGTGTTCTGTAGTGTCTGGGATTTGCCGGTGCTCAATAAATGTTTA 
TTCATTGACGGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 



3i Oder eine Teilsequenz hiervon, eine Nukleinsaure, die an besagte Sequenz miter string enten 
Bedingungen hybridisieren kann, eine allele Variante Oder eine funktionelle Variante von 
besagter Sequenz oder eine Variante der Nukleinsaure aufgrund des degenerativen Kodes 
umfaBt. 



30 CTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACAATGGCGGATTCCAGCGAA 
GGCXXXXXK3GCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCTCCCCGGGGATGAGAGTGG 
CACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGG 
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ggagoatggctccctttcgccctcmx:ggctgatgccagtcgccctgctggccc 
agk3cgatgggcgaccaaatctgcgcatgaagttccagggcgccttccgcaagg 

GGGTGC^CAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCCACCCTATATGAGTCCTCGGTGG 
TGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTGTTTGACTACGGCACCTATC 
i GTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAG 
CCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTC 
AACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGAC 
GGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACCCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTT 
CGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAG 
;» CAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAGCGCACCG 
GCAACATGCX3GGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGTGACATCTACTATCGAGGTC 
AGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACGTGGAACTTC 

O tcgtggcccagggagctgatgtcx:acgcccaggcccgtgggcgcttcttccagc 

CCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTG 
u CCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCCCCACAAGA 
AGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCATGCGCTG 
GTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTAC 
GACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCC 
GTWTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAA 
» GATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGCKXjGGAGGTGACGGATGAGGACAiOAC 
GGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGGCCAGTGTATTCCTCGC 
TTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCTGGAGA 
TCCTGGTGTACAACAGCAAGATrGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAG 
CCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTC 



« TACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGXJCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCT 
ACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCCGTACCCTTACCGCACCACGGTGGAC 
TACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTGTTCTTC 



TTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCG 
so TCTCAGCAGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCT 
TTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGC 
TGACCKjGGACCTATAGCATCATGATCCAGAAGATTCTCTTCAAGGACCTTTTCC 
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GATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACGCTTCAGCCCTGGTCTC 
CCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACCAACT 
GCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTCC 
TCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCA 

s gcaccaagtaccccgtggtcttcatcatcctgctggtgacctacatcatcctca 
cctttgtgctgctcctcaacatgctcattgccctcatgggcgagacagtgggcc 
aggtctccaaggagagcaagcacatctggaagctgcagtgggccaccaccatc 

CTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTC^TGAGGAAGGCCTTCCXjCTCTGGG 
GAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGTG 
io CTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCA 

tcaacgaggacccggck:aagaatgagacctaccagtattatggcttctcgcata 
ccgtgggccgcctccgcagggatcgctggtcctcggtggtaccccgcgtggtg 

o 

gaactgaacaagaactcgaacccggacgaggtggtggtgcctctggacagcat 
ggggaacccccgctgcgatggccaccagcagggttacccccgcaagtggagga 
/j ctgaggacgcccx:gctctagggactgcagcccagccccagcttctctgcccact 
catttctagtccagccgcatttcagcagtgccttctggggtgtccccccacacc 
ctgctttggccccagaggcgagggaccagtggaggtgccagggaggccccagg 
accctgtggtcccctggctctgcctccccaccctggggtgggggctcccggcca 
cxjtgtcttgctcctatggagtcacataagccaacgccagagccxictccacctca 
*> ggccccagcccctgcctctccattatttatttgctctgctctcaggaagcgacg 
tgacccctgccccagctggaacctggcagaggcx:ttaggaccccgttccaagtg 
cactgcccggccaagccccagcctcagcctgcx^ctgagctgcatgcgccacca 
tttttggcagcgtggcagctttgcaaggggctggggccctcggcgtggggcca 
tgccttctgtgtgttctgtagtgtctgggatttgccggtgctcaataaatgttta 



15, NukleinsSure, dadurch gekennzeiehnet, dQ-13 aie die Sequenz 

atggcggattccagcgaaggcccccgcgcggggcccggggaggtggctgagct 
ccccggggatgagagtggcaccccaggtggggaggcttttcctctctcctccct 
» gk3ccaatctgtttgagggggaggatggctccctttcgccctcaccggctgatgc 
cagtcgccctgctggcccaggcgatgggcgaccaaatctgcgcatgaagttcc 
agggcgccttccgcaagggggtgcccaaccccatcgatctgctggagtccacc 
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CTATATGAGTCCTCGCrTGGTGCCTGGOCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTG 
TTTGACTACGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAA 
GAAGATCATAGAGAAGCAGCCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGC 
CCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGG 
5 GCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTGACCCACAAGAAAC 
GCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCC 
AAGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTG 
GACATCGCGGAGCGCACCGGCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGT 
GACATCTACTATCGAGGTCAGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGC 
, 0 AAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCAcGCCCAGGCC 
CGTGGGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGA 
GCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCT 
O GACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGC 
AACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACAC 
is CAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTT 
GCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCAT 
GATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGG 
AGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCC 
TATGGGCCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGG 
» GAAGAGGCCTCCXjTGCTGGAGATCCTGGTGTACAAC AGCAAGATTGAGAACGG ■ 
CCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGC 
GCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCA 
TGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCCGT 
ACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGC 



» TCTTCACTGGGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGA 
AATGCCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCATTGATGGCTCGTTCCAGCTGCTCTACTT 
CATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGCAGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGA 
GGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCCCT 
TTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAA 

in GATTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATC 
GGCTACGCTTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTG 
TGCAATGAGGACCAGACCAACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGAC 




Datum 17.03.00 15:12 FAXG3 Nr: 241695 von NVS:FAXG3.I0.01 01/0061 327798401 (Seite 58 vdViF72)^* r 



NR. 343 S. 59/72 



Boehringer Ingelheim Pharma KG* • * " "« • * "••"*..* Case 1-1128 

57 

AGCGAGACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGACCTGTTTAAGCTGACSCATCGGCATG 
GGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTG 
CTGGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATTGCCC 
TCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAG 
t CTGCAGTGGGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTG 
AGGAAGGCCTTCCGCTCTGGGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACGG 
CACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTG 
GAACCAGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACC 
AGTATTATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCT 

» CGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACX:CGGACGAGGTG 
GTGGTGCCTCTGGACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGG 
TTACCCCCGCAAGTGGAGGACTGAGXjACGCCCCGCTCTAG 
CO Oder eine Teilsequenz hiervon, eine Nukleinsaure, die an besagte Sequenz unter stringenten 

Bedingungen hybridisieren kann, eine allele Variante oder eine ninktionelle Variante von 

jj besagter Sequenz oder eine Variante der Nukleinsaure aufgrund des degenerativen Kodes 
umfkfBt. 

16. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, daB sie die Sequenz 

ATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCT 
CC^CGGGGATGAGAGTGGCACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTCCCT 
>" GGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGATGGCTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTGATGC 
CAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAAGTTCC 

agggcgccttccgcaagggggtg<xcaaccccatcgatctgctggagtccacc 

CTATATGAGTCCTGGGTGGTCKXITGCKjCCCAAGAAAGCAC^CATGGAC^ 
TTTGACTACGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAA 

<^> « gaagatcatagagaagcagccgcagagccx:caaagcc(xtgcccctcagccgc 
cccccatcctcaaagtcttcaac^ 

gctccactgctgacctggacgggctgctcccattcttgctgacccacaagaaac 
gcctaactgatgaggagtttcgagagccatctacggggaagacctgcctgccc 
aaggccttgctgaacctgagcaatggccgcaacgacaccatccctgtgctgctg 
» gacatcgcggagcgcaccggcaacatgcgggagttcattaactcgcccttccgt 
gacatctagtattoaggtcagacagc^ctgcacatc^cattgagcgtcgctgc 

AAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCAcGCCCAGGCC 
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CGTGQGCGCTTCTTCCA.GCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGA 
GCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCT 
GACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGC 
AACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACAC 
s CAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTT 
CCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAACAACGACGGCCTCTCGCCCCTCAT 
GATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGGCGGG 
AGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCC 

tatgggccagtgtattcctcgctttatgacctctcctccctggacacgtgtggg 
» gaagaggcctccgtgctggagatcctggtgtacaacagcaagattgagaaccg 
ccacgagatgctggctgtggagcccatcaatgaactgctgcgggacaagtggc 
gcaagttcggggccgtctccttctacatcaacgtggtctcctacctgtgtgcca 
tggtcatcttcactctcacx:gcctactaccagccgctggagggcacaccgccgt 
acccttaccgcaccacggtggactacctgcggctggctggcgaggtcattacgc 
tcttcactggggtcctgttcttcttcaccaacatcaaagacttgttcatgaaga 
aatgccctggagtgaattctctcttcattgatggctccttccagctgctctactt 
catctactctgtcctggtgatcgtctcagcagccctctacctggcagggatcga 

GGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGX3TCCTGGGCTGGATGAATGCCCT 
TTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAA 
jo GATTCTCTTCAAGGACCTTTTCXJGATTCerGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATC^^^^^^- 

ggctacgcttcagccctgk3tctccctcctgaacccgtgtgccaacatgaaggtg 
tgcaatgaggaccagaccaactgcacagtgcccacttacccctcgtgccgtgac 
agcgagaccttcagcaccttcctcctggacctgtttaagctgaccatcggcatg 
ggcgacctggagatgctgagcagcaccaagtaccccgtggtcttcatcatcctg 
q> a ctggtgacctacatcatcctcacctttgtgctgctcctcaacatgctcattgccc 
tcatgggcgagacagtgggccaggtc?tccaaggagagcaagcacatctggaag 
ctgcagtgggccaccaccatcctggacattgagcgctccttccccgtattcctg 
aggaaggccttcx:gctctggggagatggtcaccgtgggcaagagctcggacgg 

CACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGaTGAACTGGTCTCACTG 
« GAACCAGAACTTGKjGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACC 
AGTATTATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCT 
CGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTG 
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GTGGTGCCTCTGGACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGG 

TTACCCCCGCAAGTGGAGGACTGAGGACGCCCCGCTCTAG 

hat. 

17. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, 4aB aie (}ie Sequenz 

i ggccacgcgtcgactagtacgggggggggggggggggtggchgsrggakcag 
gactcggccggagxkmtcaggaagcggcggcgctgcgcccgcgtcctgaggct 
gagaagtacaaacagatctgggtccagtatggcXgatcctggtgatggtcccc 
gtgcagcgcctggggaggtggctgagccccctggagatgagagtggtacctct 
ggtggggaggccttccccctctcttccctggccaatctgtttgagggggaggaa 

io gotctcctcttctctttccccggtggatgctagccgccctgctggccctggcgat 
ggacgtccaaacctgcgtatgaagttccagggcgctttccgcaagggggttccc 
aaccccattgacctgttggagtccacccggtacgagtcctcagtagtgcctggg 
O cccaagaaagcgcccatggattccttgttcgactacggcacttaccgtcaccac 
cccagtgac^ac^vagagatggaggagaaaggtcgtggagaagcagccacaga 

is gccccaaagctcctgcaccccagccaccccccatcctcaaagtcttcaatcggc 
ccatcctctttgacattgtgtcccggggctccactgcggacctagatggactgc 
tctccttcttgttgacccacaagaagcgcctgactgatgaggagttccgggagc 

CGTCCACGGGGAAGACCTGCCTGC(XAAGGCGCTGCTGAACCTAAGCAACGGG 
CGCAACGACACCATCCCGGTGTTGCTGGACATTGCGGAGCGCACCGGCAACAT 

» gcgtgaattcatcaactc^ccttcagagacatctactaccgaggccagacatc 
cctgcacattgccatcgaacggcgctgcaagcactacgtggagctgctggtgg 
cccagggagccgacgtgcacgcccaggcccgcggccgcttcttccagcccaag 
gatgagggaggctacttctactttggggagctgcccttgtccctggcagcctgc 
accaaccagccgcacatcgtcaactacctgacagagaaccctcacaagaaagc 

u TGACATGAGGCGACAGGACTCGAGGGGGAACACGGTGCTGCACGCGCTGGTGG 
(XJATCGCCGACAACACCCGAGAGAACACCAAGTTTGTCACCAAGATGTACGAC 
CTGCTGCTTCTCAAGTGTTCACGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGACAGTT 
CTCAACAATGATGGCXJTTTCGCCTCTCATGATGGCTGCCAAGACAGGCAAGATC 
GGGGTCTTTCAGCACATCATCCGACGTGAGGTGACAGATGAGGACACCCGGCA 

so TCTGTCTCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGGCCTGTGTATTCTTCTCTCTA 
CGACCTCTCCTCCX3TGGACACATGCGGGGAGGAGGTGTCCGTGCTGGAGATCCT 
GGTGTACAACAGCAAGATCGAGAACCGCCATGAGATGCTGGCTGTAGAGCCCA 
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TTAACCJAACTGTTGAGAGACAAGTGGCGTAAGTTTGGGGCTGTGTCCTTCTACA 
TCAACGTGGTCTCCTATCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACCCTCACCGCCTACTA 
TCAGCCACTGGAGGGCACGCCACCCTACCCTTACCGGACCACAGTGGACTACCT 
GAGGCTGGCTGGCGAGGTCATCACGCTCTTCACAGGAGTCCTGTTCTTCTTTAC 
s CAGTATCAAAGACTTGTTCACGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCGT 
CGATGGCTCCTTCCAGTTACTCTACTTCATCTACTCTGTGCTGGTGGTTGTCTCT 
GCGGCGCTCTACCTGGCTGGGATCGAGGCCTACCTGGCTGTGATGGTCTTTGCC 
CTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCGCTGTACTTCACGCGCGGGTTGAAGCTGAC 
GGGGACCTACAGCATCATGATTCAGAAGATCCTCTTCAAAGACCTCTTCCGCTT 

•o CCrGCTTGTGtACCTGCTCTTCATGATCGGCTATGCCTCAGCCCTGGTCACCCTC 
CTGAATCCGTGCACCAACATGAAGGTCTGTGACGAGGACCAGAGCAACTGCAC 
GGTGCCCACGTATCCTGCGTGCCGCGACAGCGAGACCTTCAGCGCCTTCCTCCT 
GGACCTCTTCAAGCTCACCATCGGCATGGGAGACCTGGAGATGCTGAGCAGCG 
CCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCCTCCTGCTGGTCACCTACATCATCCTCACCTT 

« CGTGCTCCTGTTGAACATGCTTATCGCCCTCATGGGTGAGACCGTGGGCCAGGT 
GTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGTTGCAGTGGGCCACCACCATCCTGG 
ACATCGAGCGTTCCTTCCCTGTGTTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCCGGAGAGA 
TGGTGACTGTGGGCAAGAGCTCAGATGGCACTCCGGACCGCAGGTGGTGCTTC 
AGGGTGGACGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCATTAA 

io. C^AGGACCCTGGCAAGAGTGAAATCTACCAGTACTATGGCTTCTCCCACACCGT 
GGGGCGCCTTCGTAGGGATCGTTGGTCCTCGGTGGTGCCXX1GCGTAGTGGAGC 
TGAACAAGAACTCAAGCGCAGATGAAGTGGTGGTACCCCTGGATAACCTAGGG 
AACCCCAACTGTGACGGCCACCAGCAGGGCTACGCTCCCAAGTGGAGGACGGA 
CGATGCCCCACTGTAGXKKKX)GTGCCAGAGCTCGCACAGATAGTCCAGGCTTG 

CO " gccttcg<:tc(Xacctacatttaggcatttgtccggtgtcttcccacacccgcat 
gggaccttggaggtgagggcctctgtggcgactctgtggaggccccaggaccc 
tctggt(^cgccaagacttttgccttc^gctctactc^ccacatgggggggcg 
gggctcctggctacctgtctcgctcgctcccatggagtcacctaagccagcaca 
agk3cccctctcctcgaaaggctcagckxxx:atccctcttgtgtattatttattgc 
» tctcctcaggaaaatggggtggcaggagtccacccgcggctggaacctggcca 
gggctgaagctcatgcagggacgctgcagctccgacctgccacagatctgacc 
tgctgcagccctggctagtgtgggtcttctgtactttgaagagatcggggccgc 
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TGGTGCTCAATAAATGTTTATTCTCGGTGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AA 

Oder eine Tejlsequenz hiervon, eine Nukleinsaure, die an besagte Sequenz unter stringenten 
s Bedingungen hybridisieren kann, eine allele Variante oder eine funktionelle Variante von 
besagter Sequenz oder eine Variante der Nukleinsaure aufgrund des degenerativen Kodes 
umfaflt, worin R ein A oder G, M ein A oder C, S ein C oder G, Y ein C oder T, K ein G 
oder T und W ein A oder T sein kann. 

18. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie die Sequenz 

it GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGG<K5<3GGGGGGGGTGGCRGSRGGAKCAG 
GACTCGGCCGGAGGGATCAGGAAGCGGCGGCGCTGCGCCCGCGTCCTGAGGCT 
GAGAAGTACAAACAGATCTGGGTCCAGTATGGCAGATCCTGGTGATGGTCCCC 
GTGCAGCGCCTGGGGAGGTGGCTGAGCCCCCTGGAGATGAGAGTGGTACCTCT 
GGTGGGGAGGCCTTCCCCCTCTCTTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGAA 

a GGCTCCTCTTCTCTTTCCCCGGTGGATGCTAGCCGCCCTGCTGGCCCTGGCGAT 
GGACGTCCAAACCTGCGTATGAAGTTCCAGGGCGCTTTCCGCAAGGGGGTTCCC 
AACCCCATTGACCTGTTGGAGTCCACCCGGTACGAGTCCTCAGTAGTGCCTGGG 
CCCAAGAAAGCGCCCATGGATTCCTTGTTCGACTACGGCACTTACCGTCACCAC 
CCCAGTGACAACAAGAGATGGAGGAGAAAGGTCGTGGAGAAGCAGCCACAGA 

io GCCCCAAAGCTCCTGCACCCCAGCCACCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAATCGGC 
CCATCCTCTTTGAGATTGTGTCCCGGGGCTCCACTGCGGACCTAGATGGACTGC 
TCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCCTGACTGATGAGGAGTTCCGGGAGC 
CGTCCACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAGGCGCTGCTGAACCTAAGCAACGGG 
CGCAACGACACCATCCCGGTGTTGCTGGACATTGCGGAGCGCACCGGCAACAT 
Q * GCGTGAATTCATCAACTCGCXX2TTCAGAGACATCTACTACCGAGGCCAGACATC 

CCTGCACATTGCCATCGAACGGCGCTGCAAGCACTACGTGGAGCTGCTGGTGG 
CCCAGGGAGCCGACGTGCACGCCCAGGCCCGCGGCCGCTTCTTCCAGCCCAAG 
GATGAGGGAGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCTTGTCCCTGGCAGCCTGC 
ACCAACCAGCCGCACATCGTCAACTACCTGACAGAGAACCCTCACAAGAAAGC 

30 TGACATGAGGCGACAGGACTCGAGGGGGAACACGGTGCTGCACGCGCTGGTGG 
CCATCGCCGACAACACGCGAGAGAACACCAAGTTTCfTCACCAAGATGTACGAC 
CTGCTGCTTCTCAAGTGTTCACGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGACAGTT 
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CTCAACAATOATGGCCTTrcGCCTCTCATGATGGCTGCCAAGACAGGCAAGATC 
GGGGTCTTTCAGCACATCATCCGACGTGAGGTGACAGATGAGGACACCCGGCA 
TCTGTCTCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGGCCTGTGTATTCTTCTCTCTA 

cgacctctcx:tccctggacacatgcggggaggaggtgtccgtgctggagatcct 
i ggtgtacaacagcaagatcgagaaccgccatgagatgctggctgtagagccca 
ttaacgaactgttgagagacaagtggcgtaagtttggggctgtgtccttctaca 
tcaacgtggtctcctatctgtgtgccatggtcatcttcaccctcaccgcctacta 
tcagccactggagggcacgccaccctacccttaccggaccacagtggactacct 
gaggctggctggcgaggtcatcacgctcttcacaggagtcctgttcttctttac 
« cagtatcaaagacttgttcacgaagaaatgccctggagtgaattctctcttcgt 
cgatggctccttccagttactctacttcatctactctgtgctggtggttgtctct 
gcggcgctctacctggctgggatcgaggcctacctggctgtgatggtctttgcc 
ctggtcctgggctggatgaatgcgctgtacttcacgcgcgggttgaagctgac 
ggggacctacagcatcatgattcagaagatcctcttcaaagacctcttccgctt 
u cctgcttgtgtacctgctcttcatgatcggctatgcctcagccctggtcaccctc 
ctgaatccgtgcaccaacatgaaggtctgtgacgaggaccagagcaactgcac 
ggtgcccacgtatcctgcgtgccgcgacagcgagaccttcagcgccttcctcct 
ggacctcttcaagctcaccatcggcatgggagacctggagatgctgagcagcg 
ccaagtaccccgtggtcttcatcctcctgctggtcacctacatcatcctcacctt 
» cgtgctcctgttgaacatgcttatcgccctcatgggtgagaccgtgggccaggt 
gtccaaggagagcaagcacatctggaagttgcagtgggccaccaccatcctgg 
acatcgagcgttccttccctgtgttcctgaggaaggccttccgctccggagaga 
tggtgactgtgggcaagagctcagatggcactccggaccgcaggtggtgcttc 
agggtggacgaggtgaactggtctcactggaaccagaacttgggcatcattaa 
{■Q 2i cgaggaccctggcaagagtgaaatctaccagtactatggcttctcccacaccgt 
ggggcgccttcgtagggatojttggtcctc^tggtgccccgcgtagtggagc 
tgaacaagaactcaagcgcagatgaagtggtggtacccctggataacctaggg 
aaccccaactgtgacggccaccagcagggctacgctcccaagtggaggacgga 
cgatgccccactgtaggggccgtgccagagctcg^acagatagtccaggcttg 
m gccttc^tcccacctacatttaggcatttgtccggtgtcttcccacacccgcat 
gggaccttggaggtgagggcctctgtggcgactctgtggaggccccaggaccc 
tctggt(x:ccgccaagacttttgccttcagctctactccccacatgggggggcg 



Datum 17.03.00 15:12 FAXG3 Nr: 241695 von NVS:FAXG3.I0.01 01/0061327798401 (Selte 64^voni72) i?*?^^ 



17. mar. 2000 15:52 



BI A PATENTE 6132 774377 



NR. 343 S. 65/72 



1 ■ 9 * • t * - t 9 • m 00 « « 

" B • * • O « • o 

•> ♦ 1 s o o * • 

• «t • #. * o o « « 0 

BotshringerIhgelhfiimI-HaraiaKG , * , ' t *..' Case 1-1128 

63 

ggoctcctggctacctgtctcgctcgctcccatggagtcacctaagccagcaca 
aggcccctctcctcgaaaggctcaggccccatccctcttgtgtattatttattgc 
tctcctcaggaaaatggggtggcaggagtccacccgcggctggaacctggcca 
gggctgaagctcatgcagggacgctgcagctccgacctgccacagatctgacc 
* tgctgcagccctggetagtgtgggtcttctgtactttgaagagatcggggccgc 
tggtgctcaataaatgtttattctcggtggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

AA 

bat, worin Rein A oder G, M ein A Oder C, S ein C oder G, Y ein C oder T, K ein G oder 
n T und WdnA oder T sein kann. 

19. Nukleins&ure, dadqrch gekennzeichnet, d$/3 sie die Sequenz 

ATGGCAGATCCTGGTGATGGTCCCCGTGCAGCGCCTGGGGAGGTGGCTGAGCC 
O CCCTGGAGATGAGAGTGGTACCTCTGGTGGGGAGGCCTTCCCCCTCTCTTCCCT 
GGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGAAGGCTCCTCTrCTCTTTCCCCGGTGGATGC 
a TAGCCGCCCTGCTGGCCCTGGCGATGGAjCGTCCAAACCTGCGTATGAAGTTCCA 

gggcgctttccgcaagggggttcccaaccccattgacctgttggagtccacccg 
gtacgagtcctcagtagtgcctgggcccaagaaagcgcccatggattccttgtt 
cgactacggcacttaccgtcaccaccccagtgacaacaagagatggaggagaa 
aggtcgtggagaagcagccacagagccccaaagctcctgcaccccagccaccc 

m CCCATCCTCAAAGTCTTCAATCGGCCCATGGTCTTTGACATTGTGTCCCGGGGCT 
CCACTGCGGACXDTAGATGGACTGCTCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCC 
TGACTGATGAGGAGTTCCGGXjAGCC^ 

GCGCTGCTGAACCTAAGCAACGGGCGCAACGACACCATCCCGGTGTTGCTGGA 
CATTGCGGAGCGCAjCCGGCAACATGCGTGAATTCATCAACTCGCCCTTCAGAGA 
^> « CATCTACTACCGAGGCCAGACATCCCTGCACATTGCCATCGAACGGCGCTGCAA 
GCACTACGTGGAGCTGCTGGTGGCCCAGGGAGCCGACGTGCACGCCCAGGCCC 
GCGGCCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGAGGCTACTTCTACTTTGGGGAGC 
TGCCCTTGTCCCTGGCAGCCTGCACCAACCAG€CGCACATCGTCAACTACCTGA 

cagagaa^C(x;tcacaagaaagctgacatgaggcgacaggactcgagggggaac 
so acggtgctgcacgcgctggtggccatcgccgacaacacccgagagaacaccaa 

GTTTGTCACCAAGATGTACGACCTGCTGCTrcTCAAGTGTTCACGCCTCTTCCCC 
GACAGCAACCTGGAGACAGTTCTCAACAATGATGKK3CTTTCGCCTCTCATGATG 
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GCTQCCAAGACAGGCAAGATCGGGGTCTTTCAQCACATCATCCGACGTGAGOT 
GACAGATGAGGACACCCGGCATCTGTCTCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATG 
GGCCTGTGTATTCTTCTCTCTACGACCTCTCCTCCCTGGACACATGCGGGGAGG 
AGGTGTCCGTGCTGGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATCGAGAACCGCCAT 
> GAGATGCTGGCTGTAGAGCCCATTAACGAACTGTTGAGAGACAAGTGGCGTAA 
GTTTGGGGCTGTGTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCCTATCTGTGTGCCATGGT 
CATCTTCACCCTCACCGCCTACTATCAGCCACTGGAGGGCACGCCACCCTACCC 
TTACCGGACCACAGTGGACTACCTGAGGCTGGCTGGCGAGGTCATCACGCTCTT 
CACAGGAGT(XTGTTCTTCTTTACCAGTATCAAAGACTTGTTCACGAAGAAATG 
,c CCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCGTCGATGGCTCCTTCCAGTTACTCTACTTCATC 
TACTCTGTGCTGGTGGTTGTCTCTGCGGCGCTCTACCTGGCTGGGATCGAGGCC 
TACCTGGCTGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCGCTGTAC 
TTCACGCGCGGGTTGAAGCTGACGGGGACCTACAGCATCATGATTCAGAAGAT 
CCTCTTCAAAGACCTCTTCCGCTTCCTGCTTGTGTACCTGCTCTTCATGATCGGC 
,s TATGCCTCAGCCCTGGTCACCCTCCTGAATCCGTGCACCAACATGAAGGTCTGT 
GACGAGGACCAGAGCAACTGCACGGTGCCCACGTATCCTGCGTGCCGCGACAG 
CGAGACCTTGAGCGCCTTCCTCCTGGACCTCTTCAAGCTCACCATCGGCATGGG 
AGACCTGGAGATGCTGAGCAGCGCCAAGTACCCCGTGGTCTTCATCCTCCTGCT 
GGTCACCTACATCATCCTCACCTTCGTGCTCCTGTTGAACATGCTTATCGCCCTC 
M ATGGGTGAGACCGTGGGCCAGGTGTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGTT r 
GCAGTGGGCCAC^ACCATCCTGGACATCGAGCGTTCCTTCCCTGTGTTCCTGAG 
GAAGGCCTTCCGCTCCGGAGAGATGGTGACTGTGGGCAAGAGCTCAGATGGCA 
CTCCGGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGACGAGGTGAACTGGTCTCACTGG 
AACCAGAACTTGGGCATCATTAACGAGGACCCTGGCAAGAGTGAAATCTACCA 
CD » GTACTATGGCTTCTCCCACACCGTGGGGCGCCTTCGTAGGGATCGTTGGTCCTC 
GGTGGTGCCCCGCGTAGTGGAGCTGAACAAGAACTCAAGCGCAGATGAAGTGG 
TGGTACCCCTGGATAACCTAGGGAACCCCAACTGTGACGGCCACCAGCAGGGC 
TACGCTCCCAAGTGGAGGACGGACGATGCCCCACTGTAG 
Oder eine Teilsequenz hiervon, one NukleinsSnre, die an besagte Sequenz unter stringenten 
so Bedingungen hybridisieren kann, eine allele Variante oder eine fynktionelle Variante von 
besagter Sequenz oder eine Variante der Nukleins4ure aufgrund des degenerativen Kodes 
urofeBt. 
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20. Nukletnsfiure, dadurch gekennzeichnet, dall sie die Sequenz 

ATGGCAGATCCTGGTGATGGTCCCCGTGCAGCGCCTGGGGAGGTGGCTGAGCC 
CCCTGGAGATGAGAGTGGTACCTCTGGTGGGGAGGCCTTCCCCCTCTCTTCCCT 
GGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGAAGGCTCCTCTTCTCTTTCCCCGGTGGATGC 

i TAGCCGCCCTGCTGGCCX^TGGCGATGGACGTCCAAACCTGCGTATGAAGTTCCA 
GGGCGCTTTCCGCAAGGGGGTTCCCAACCCCATTGACCTGTTGGAGTCCACCCG 
GTACGAGTCCTCAGTAGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCGCCCATGGATTCCTTGTT 
CGACTACGGCACTTACCGTCACCACCCCAGTGACAACAAGAGATGGAGGAGAA 
AGGTCGTGGAGAAGCAGCCACAGAGCCCCAAAGCTCCTGCACCCCAGCCACCC 

jo CCCATCCTCAAAGTCTTCAATCGGCCCATCCTCTTTGACATTGTGTCCCGGGGCT 
CCACTGCGGACCTAGATGGACTGCTCTCCTTCTTGTTGACCCACAAGAAGCGCC 
TGACTCJATGAGGAGTTCCGGGAGCCGTCCACGGGGAAGACCTGCCTGCCCAAG 
L) GCGCTGCTGAACCTAAGCAACGGGCGCAACGACACCATCCCGGTGTTGCTGGA 
CATTGCGGAGCGCACCGGCAACATGCGTGAATTCATCAACTCGCCCTTCAGAGA 

a CATCTACTACCGAGGCCAGACATCCCTGCACATTGCCATCGAACGGCGCTGCAA 
GCACTACGTGGAGCTGCTGGTGGCCCAGGGAGCGGACGTGCACGCCCAGGCCC 
GCGGCCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGAGGCTACTTCTACTTTGGGGAGC 
TGCCCTTGTCCCTGGCAGCCTGCACCAACCAGCCGCACATCGTCAACTACGTGA 
CAGAGAACCCTCACAAGAAAGCTGACATGAGGCGACAGGACTCGAGGGGGAAC 

» ACGGTGCTGCACGCGCTGGTGGCCATCGCCGAGAACACCCGAGAGAACACCAA 
GTTTGTCACCAAGATGTACGACCTGCTGCTTCTCAAGTGTTCAOjCCTCTTCCCC 

gacagcaacctggagacagttctcaacaatgatggcctttcgcctctcatgatg 
gctgccaagacaggcaagatcggggtctttcagcacatcatccgacgtgaggt 
gacagatgaggacacccggcatctgtctcgcaagttcaaggactgggcctatg 
0 ** ggcctgtgtattcttctctctacgacctctcctccctggacacatgcggggagg 
ax3gtgtccgtgctggagatcctggtgtacaacagcaagatcgagaaccgccat 
gagatgctggctgtagagcccattaacgaactgttgagagacaagtggcgtaa 
gtttggggctgtgtccttctacatcaacgtggtctcctatctgtgtgccatggt 
catcttcaccctcaccgcctactatcagccactggagggcacgccaccctaccc 
« ttaccggaccacagtggactacctgaggctggctggcgaggtcatcacgctctt 
cacaggagtcctgttcttctttaccagtatcaaagacttgttcacgaagaaatg 

CCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCGTCGATGGCTCCTTCXAGTTACTCTACTTCATC 
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TACTCTGTGCTGGTGGTTGTCTCTGCGGCGCTCTACCTGGCTGGGATCGAGGCC 
TACCTG<jCTGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATGCGCTGTAC 
TTCACGCGCGGGTTGAAGCTGACGGGGACCTACAGCATCATGATTCAGAAGAT 
CCTCTTCAAAGACCTCTTCCGCTTCCTGCTTGTGTACCTGCTCTTCATGATCGGC 

s tatgcctcagccctggtcaccctcx:tgaatccgtgcaccaacatgaaggtctgt 

GACGAGGACCAGAGCAACTGCACGGTGCCCACGTATCCTGCGTGCCGCGACAG 

cgagaccttcagcgccttcctcctggacctcttcaagctcaccatcggcatggg 
agacctggagatgctgagcagcgccaagtaccccgtggtcttcatcctcctgct 
ggtcacctacatcatcctcaccttcgtgctcctgttgaacatgcttatcgcgctc 
,0 atgggtgagaccgtgggccaggtgtccaaggagagcaagcacatctggaagtt 
gcagtgggccaccaccatcctggacatcgagcgttccttccctgtgttcctgag 
gaaggccttccgctccggagagatggtgactotgggcaagagctcagatggca 
ctccgxjaccgcaggtggtgcttcagggtggacgaggtgaactggtctcactgg 
aaccagaacitgggcatcattaacgaggaccctggcaagagtgaaatctacca 
ii gtactatggcttctcccacaccgtggggcgccttcgtagggatcgttggtcctc 
ggtggtgccccgcgtagtggagctgaacaagaactcaagcgcagatgaagtgg 

TGKjTACCCCTGGATAACCTAGGGAACGCCAACTGTGACGGCCACCAGCAGGGC 

TACGCTCCCAAGTGGAGGACGGACGATGCCCCACTGTAG 

hat 

20 21. Jtekombinanter Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Nukleinsaure nach einem 
der Anspruche 1 bis 20 enthalt 

22. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB er ein 
Expressionsvektor ist, 

23 . Wirt, dadurch gekennzeichnet, dafi er einen Vektor nach Anspruch 21 oder 22 enthalt. 
^Q>~ is 24. Wirt nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dafi er eine eukaiyontische Wirtszelle 

ifit. 

25, Wirt nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, dafi er eine Insektenzelle ist. 

26, Wirt nach einem der Anspruche 23 bis 25, dadurch gekennzeichnet, dafi er eine Sf9-, 
HEK293- oder HeLa- ZeUe ist. 

io 27. Wirt nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dafi er ein 3akteriophage ist. 

28, Wilt nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dafi er eine prokaryontische Wirtszelle 
ist. 
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29, Polypeptide dadurch gekennzeichnet, daB e$ durcb eine Nukleinsaure nach einem der 
Ansprtlche 1 bis 20 kodiert wird, oder ein Fragment, eine funktionelle Variante, eine 
allele Variante, eine Untereinheit, eine Variante aufgrund des degenerativen 
Nukleinsaure-Kodes, ein chemisches Deri vat hiervon, ein Fusionsprotein rait besagtem 

s Polypeptid oder eine GiykosiUerungs-Variante hiervon, 

30, Polypeptid nach Anspruch 29, dadurch geketinzeichnet, daB es ein Fragment des nicht- 
selektiven Kationenkanals OTRPC4 ist. 

31, Polypeptid nach einem der Anspriiche 29 oder 30, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
funktionelle Variante des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 ist, 

ic 32. Polypeptid nach einem der Ansprttche 29 bijs 31, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
allele Variante des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 ist. 

33. Polypeptid nach einem der Anspruche 29 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
ll!^ Untereinheit des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 ist, 

34. Polypeptid nach einem der Anspriiche 29 bis 33, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
js Variante des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 aufgrund des degenerativen 

Nukleinsaure-Kodes ist, 

35. Polypeptid nach einem der Ansprtlche 29 bis 34, dadurch gekennzeichnet, daB es ein 
chemisches Derivat des nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 ist. 

36. Polypeptid nach einem der Ansprtiche 29 bis 35, dadurch gekennzeichnet, daB es ein 
so Fusionsprotein aus dem nicht-selektiven Kationenkanals OTRPC4 und einem weiteren 

Protein ist 

37. Polypeptid nach einem der Anspruche 25 bis 36, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
Glykosilierungs- Variante des nicltt-selektiven Kationenkanals OTRPC4 ist. 

38. Verfehren zur Herstellung von Polypeptiden nach einem der Ansprtiche 29 bis 37, 
u dadurch gekennzeichnet, daB ein Wirt nach einem der Anspruche 23 bis 28 kultiviert 

wird und besagtes Polypeptid isoliert wird. 

39. Antikorperprotein, dadurch gekennzeichnet, daB es spezifisch Sir ein Polypeptid nach 
einem der Anspruche 29 bis 37 ist. 

40. Verfahren zur Herstellung yon einem Antikorperprotein nach Anspruch 39, dadurch 
so gekennzeichnet, daB es die folgenden Schritte umfaBt: Ein Wirt ausgewdhlt aus einer 

eukaryontischen oder prokaryontischen Zelie, welcher einen oder mehrere Vektoren mit 
einer oder mehreren Nukleins&uren spezifisch fur das Antikflrperprotein enthalt, wird 
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unter Bedingimgen, unter denen besagtes AntikGrp erprotein durch besagte Wirtszelle 
exprimiert wird, kultiviert, und besagtes Antiktirperprotein wird isoliert, 
41. Verwendung eines Polypeptides nach einem der Anspriiche 29 bis 37 zum Auffinden 
von Antagonists Agoniston oder Modulatoren besagter Polypeptide. 
5 42. Verwendimg eines Wirtes nach einem der Ansprtlche nach einem der Ansprtlche 23 bis 
28 zum Auffinden von Blocker, AJctivatoren oder Modulatoren von OTRPC4 Kanalen. 
43. Verfahren zum Auffinden von Blocker, Aktivatoren oder Modulatoren von OTRPC4, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Wirt nach einem der Anspriiche 23 bis 28 mit einer 
Testsubstanz inkubiert wird. 
iq 44. Verfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daB ein Membranstrom 
gemessen wird, besagter Membranstrom mit einem Membranstrom vergUchen wird, der 
bei besagtem Wirt nach Inkubation mit einer bekannten Kontrollsubstanz oder in 
Abwesenheit der Testsubstanz gemessen wird, 

45. Verfahren nach einem der Ansprtlche 43 oder 44, dadurch gekennzeichnet, dafl besagter 
n Blocker an einen Kanal gebunden ist, besagter Wirt mit einer Testsubstanz inkubiert 

wird und die Verdr&ngung des an den Kanal gebundenen Blockers oder Aktivators 
durch die Testsubstanz; gemesseq wird. 

46. Verfahren nach einem der Ansprtiche 43 bis 45, dadurch gekennzeichnet, daB ein Wirt 
nach einem der Ansprtlche 23 bis 28 mit einer Testsubstanz inkubiert wird, die 

2* intrazellulare Menge eines divalenten Kationes bestimmt wird und besagte Menge des 
divalenten Kationes mit der Menge besagten divalenten Kationes vergUchen wird, die 
bei der Inkubation besagten Wirtes mit einer bekannten Kontrolle oder in der 
Abwesenheit der Testsubstanz geme^pen wird, 

47. Verfahren nach einem der Ansprtlche 43 bis 46, dadurch gekennzeichnet, daB besagtes 
u Verfehren ein Hbchdurchsatzmusteiungstest (HTS) oder ein 

UllT^ochdurcbsatzmustemngstest (UHTS) ist 

48. Aktivator von OTRPC4, auffindbar mit einem Verfehren nach Anspruch 43 bis 47. 

49. Blocker von OTRPC4, auffindbar mit einem Verfahren nach Anspruch 43 bis 47. 

50. Modulator von OTRPC4, auffindbar mit einem Verfehren nach Anspruch 43 bis 47. 

so 51, Anti-Sinn-NuWeinsSure, dadurch gekennzeichnet, daB sie an einen Teil einer 
Nukleins&ure nach einem der Anspriiche 1 bis 20 unter stringenten Bedingungen 
hybridisieren kann. 
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52. Anti-Sinn-Nukleinsaure nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein 
Ribozym ist, 

53. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dafl sie eine Nuklednsaure 
nach einem der Anspniche 1 bis 20 sowie pharmazeutisch akzeptable Trager- oder 

s Hilfsstoffe enthalt. 

54. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daiJ sie eine Anti-Sinn- 
Nuklejnsawe nach einem der Ansprttche 51 bis 52 sowie pharmazeutisch akzeptable 
Trager- oder Hilfsstoffe enthalt. 

55. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, da8 sie ein Polypeptid 
io nach einem der Ansprftche 29 bis 37 sowie pharmazeutisch akzeptable Trager- oder 

Hilfsstofle enthMt. 

56. Phwuazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen Vektor 
nach einem der Ansprttche 21 bis 22 sowie pharmazeutisch akzeptable Trager- oder 
Hilfsstoffe enthalt, 

is 57, Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen Wirt nach 
einem der Anspmche 23 bis 28 sowie pharmazeutisch akzeptable Trager- oder 
Hilfsstoffe enthalt. 

58. Verwendung einer Nukleinsaure nach einem der AnsprOche 1 bis 20 zur Herstellung 
eines Medikamentes fttr die Behandlung voii einer Krankheit ausgewahh aus der Gruppe 

20 von Diabetes, Hyperiipidamie, Hyperprotdnfimie r Hypertonus, Schlaganfall, 
Niereninsuffizienz, Schock sowie weiteren pathophysiologischen Zustanden, die durch 
Hyper- und Hypoosmolaritat charakterisiert sind. 

59. Verwendung einer Anti-Siim-Nukleinsaure nach einem der Ansprttche 51 bis 52 zur 
Herstellung eines Medikamentes fiir die Behandlung von einer Krankheit ausgewahlt aus 

Qr- n der Gruppe von Diabetes, Hyperlipidamie, Hyperproteinamie, Hypertonus, SchlaganfeU, 
Niereninsuffizienz, Schock sowie weiteren pathophysiologischen Zustanden, die durch 
Hyper- und Hypoosmolaritat charakterisiert sind. 

60. Verwendung eines Vektors nach einem der AnsprOche 21 bis 22 zur Herstellung eines 
Medikamentes Sir die Behandlung von einer Krankheit ausgewahlt aus der Gruppe von 

so Diabetes, Hyperlipidamie, Hyperproteinainie, Hypertonus, Schlaganfall, 
Niereninsuffizienz, Schock sowie weiteren pathophysiologischen Zustanden, die durch 
Hyper- und Hypoosmolaritat charakterisiert sind. 
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61. Verwendung eines Wits nach dnera der Anspruche 23 bis 28 zur Herstellung eines 
Medikamentes fur die Behandlung von einer Krankheit ausgewahlt aus der Gruppe von 
Diabetes, Hyperlipidamie, Hypeiproteinamie, Hypertonia, SchlaganfeU, 
Niereninsuffizienz, Schock sowie weiteren pathophysiology schen Zusttaden, die durch 

j Hyper- und Hypoosmolaritat charakterisiert sind. 

62. Nicht menschlicher Sauger, dadurch gekennzeichnet, daB er zusatzlich zu seinem 
Genom eine Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 20 (Transgen) enth&lt 

63. Nicht menschlicher Sauger, dadurch gekennzeichnet, daB in seinem Genom eine 
Nukleinsaure nach einem der Ansprtiche 1 bis 20 inaktiviert (Gen-Knock-out) ist 

10 64. Nicht menschlicher S auger, dadurch gekennzeichnet, dafl in seinem Genom eine 
Nukleins&ure nach einem der Anspmche I bte 20 modifiaert (Gen-Knock-in) ist. 

65. Verfahren zur Herstellung eines nicht menschlichen SSugers, dadurch gekennzeichnet, 
daB 

a) embryonale Stamiroellen besagten nicht menschlichen Saugetiers mit einem Vektor 
w transfiziert werden, der eine Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 20 

enthalt sowie eine Rekombinatdon zwiscben der genomischen DNA besagten nicht 
menschlichen Saugetieres und der im Vektor enthattenen Nukleinsaure ermogUcht 

b) stabil transfizierte Stammzdlen aus Schritt a) isoliert werden und diese in die 
Keimbahn ein weibliches Tier besagten nicht menschlichen Saugetieres uberfuhrt 

20 werden 

c) die Nachkommen besagten weiblichen Tieres aus Schritt b) mit einem mannlichsn 
Tier derselben Art werden auf Tiere, die das durch die Nukleinsaure aus Schritt a) 
kodierte Polypeptid cxprimieren, analysiert. 

66. Verfahren «ur Herstellung eines nicht menschlichen SSugers, dadurch gekennzeichnet, 
« daO 

d) embryonale Stammasdlen des besagten nicht menschlichen Saugetiers mit einem 
Vektor transfiziert werden, der eine Nukleinsaure enthalt, die an eine Nukleinsaure 
nach einem der Anspruche I bis 20 unter stringenten Bedingungen hybridisieren 
kann und durch Insertion einer zusatzlichen Nukleinsauresequenz inaktiviert ist 

so sowie eine Rekombination zwischen der genomischen DNA des besagten nicht 

menschlichen Saugetieres und der im Vektor enthattenen Nukleinsaure ermoglicht 
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e) stabil transfizierte Stammzellen aus Schritt d) isoliert werden und diese in die 
Keimbahn eines weiblichen Tieres des besagten nicht menschlichen Saugetieres 
Uberfiihrt werden. 

f) die Nachkomrnen des besagten weiblichen Tieres aus Schritt e) mit einem 
mannlichen Tier derselben Art werden auf Tiere, die das durch die Nukleinsaure aus 
Schritt d) kodierte Polypeptid gering oder ttberhwpt nicht exprimieren, analysiert. 

67. Verfahren zur Herstellung eines nicht menschlichen S&ugers, dadurch gekennzeichnet, 
dafi 

g) embryonale Stammzellen des besagten nicht menschlichen Swgetiers mit einem 
Vektor transfiziert werden, der eine Nukleinsaure enth&lt, die an eine Nukleins&ure 
nach einem der Ansprtlche 1 bis 20 unter stringenten Bedingungen hybridisieren 
kann und durch Insertion einer zus&tzlichen Nukleinsauresequenz modifiziert ist, 
sowie eine Rekombination zwischen der genomischen DNA besagten nicht 
menschlichen Saugetieres und der im Vektor enthaltenen Nukleinsfiure enndglicht 

h) stabil transfizierte Stammzellen aus Schritt g) isoliert werden und diese in die 
Keimbahn ein weibliches Tier des besagten nicht menschlichen Saugetieres Uberfuhrt 
werden 

i) die Nachkomrnen des besagten weiblichen Tieres aus Schritt h) mit einem 
mSnnlichen Tier derselben Art werden auf Tiere, die das durch die Nukleinsfiure aus 
Schritt g) kodierte Polypeptid exprimieren, analysiert.^ _ 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Nukleinsauren, die fur den nicht-selektiven 
Kationenkanal OTRPC4 kodieren, sowie Polypeptide, die durch besagte Nukleinsauren 
kodiert werden. Weiterhin betriffl die Erfindung Wirte bzw. Wirtszellen, die besagtes 
Polypeptid exprimieren und Verfahren zum Auffinden von Blocker, Aktivator sowie 
Modulatoren besagter OTRPC4-Kationenkanale. Die Erfindung utnfaBt Blocker, 
Aktivatoren und Modulatoren besagter OTRPC4-Kationenkanale sowie pharmazeutische 
Zusammensetzungen enthaltend besagte Blocker, Aktivatoren und Modulatoren. AuBerdem 
betrifft die Erfindung nicht humane Sauger, die entweder OTRPC4 als Transgen, 
inaktiviertes Gen (knock-out) Oder modifiziertes Gen (knock-in) enthalten. 
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Fig. 2a (IV) 
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